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C’est un fait général que Ja virulence microbienne s’accroit 
par les passages. La sélection intervient a titre prédominant 
dans ce phénoméne. Les individus microbiens qui peuplent 
une cullure inoculée ne sont pas complitement identiques. 
Ceux qui résistent le moins aux forces défensives de Porga- 
nisme étant éliminés, une épuration de la culture injectée 
s’etfectue, ne laissant subsister que les germes les moins vulné- 
rables, cest-a-dire les plus dangereux. 

Il ya fort longtemps déja (1), !un de nous a signalé le réle 
décisif joué & ce propos par les leucocytes et a décrit les parti- 
cularités auxquelles certains individus microbiens doivent de 
pouvoir esquiver la phagocytose et de manifester en consé- 
quence une virulence extréme. Lorsqu’on injecte dans le péri- 
toine du cobaye une dose de streplocoques virulents légtrement 
supérieure a la dose minima mortelle, |’examen de l’exsudal 
extrait une heure ou deux aprés l’inoculation montre que 


(1) Recherches sur la phagocytose. Ces Annales, 1896; Le sérum anti- 
streptococcique, tbidem, 1897. 
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quelques microbes se sont entourés, d’une gaine qui ne se 
colore pas ou se teint en rose pale par le bleu de méthyléne 
ou de toluidine. Or, ces streptocoques encapsulés ne se laissent 
pas englober méme lorsque les phagocytes ont afflué en grand 
nombre dans la cavité péritonéale, tandis que leurs congéneéres 
qui n’ont pas réussi 4 s’envelopper de cette coque prolectrice 
sont bientot capturés et détruits dans le protoplasme leucocy- 
taire. Ultérieurement, divers auteurs, notamment Sawtchenko, 
Stiennon, Lohlein, ont observé des faits identiques pour ce qui 
concerne d'autres microbes, tels celui du charbon, de la peste, 
le pneumocoque, etc. Il est probable que la gaine, de nature 
gommeuse, est formée d’hydrates de carbone. Certains colo- 
rants qui les teignent en rose colorent semblablement la 
gélose, par exemple; c’est le cas du bleu de toluidine. Les poly- 
saccharides du pneumocoque ont été spécialement étudiés au 
point de vue anligénique par Avery et Heidelberger. 

Echappant aux phagocytes, les microbes engainés se multi- 
plient sans entraves et donnent une descendance investie au 
plus haut degré de V’aptitude & s’entourer d’une sembiable 
auréole. La sélection opérée par les phagocytes aboutit donc a 
une exacerbation trés prononcée de la virulence. 

J] est rationnel de présumer que le pouvoir bactéricide 
humoral produira des effets analogues en supprimant dans la 
cullure inoculée les individus les plus sensibles. Nous allons 
voir que le B. coli fournit un exemple trés démonstratif de ce 
fait. IL s’agit du bacille co/z que nous utilisons depuis long- 
temps pour les expériences d’autolyse transmissible. Injectée 
dans le péritoine du cobaye, cette culture se montre douée 
d’une assez grande virulence. 

Mais cette culture contient couramment les deux variétés 
bien connues que l’on dénomme, en raison de l’aspect des 
colonies isolées, type bombé ou lisse (Smooth) et type plat ou 
rugueux (Rough). Or, l'étude de diverses especes microbiennes 
susceptibles de présenter les deux types a conduit générale- 
ment, comme on sait, a la conclusion que le type bombé est 
plus pathogéne que le type plat. 

Crest & Eisenberg (1) que l’on doit la premiére démonstration 


(1) Centralbl. f. Bakt. Orig., 63, 1912 et 73, 1914. 
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du fait que la technique des colonies isolées permet d’extraire, 
d'une culture pure d’un microbe pathogéne (charbon), des 
germes trés inégalement virulents. Manninger (1) fit la méme 
constatation 4 propos du microbe du choléra des poules. 
De Kruif (2) obtint un résultat analogue en opérant sur un 
microbe qui provoque une septicémie des lapins. Cet auteur 
consigna, en outre, le fait que l’inégalité de virulence est en 
rapport avec la diversité d’aspect des colonies, le type plat 
étant beaucoup moins pathogéne. Comme nous venons de le 
rappeler, cette donnée due a De Kruif a été confirmée ensuite 
pour ce qui concerne d’autres espéces microbiennes. Notre cul- 
ture de B. colt se comporte semblablement. La différence de 
virulence entre les deux types est méme considérable. Si l’on 
injecte dans le péritoine d’un cobaye pesant environ 
350 grammes des suspensions en solution physiologique de 
cultures sur gélose de format ordinaire, dgées de vingt-quatre 
heures, dune part du type bombé, d’autre part du type plat, 
on trouve qu'une culture entiére de celui-ci est inoffensive, 
tandis que la dose de type bombé mortelle en moins de vingt- 
quatre heures est inférieure & un quinziéme de culture. Le 
type plat ne semble pas se multiplier dans le péritoine. Une 
heure aprés Vinoculation, on trouve dans l’exsudat des formes 
gonflées peu colorables; bientét, les leucocytes affluent et la 
phagocytose est rapidement totale. 

Or, le type plat, quin’est pas virulent, est fort sensible a 
Vinfluence bactéricide de Valexine du sérum de cobaye ou de 
lapin, tandis que le type bombé fait preuve d'une résistance 
trés prononcée. Apres chauffage 4 56°, le sérum ne manifeste 
plus aucun pouvoir bactéricide vis-a-vis de l’une ou l'autre 
des deux races. 

Ensemencons tout d’abord ces deux races dans des tubes 
contenant un mélange en parties égales de bouillon et de 
sérum (de cobaye ou de lapin) chauffé & 56°. Procédons a 
quelques repiquages en série dans ce méme milieu, afin que 
les microbes y soient bien acclimatés. Ensuite, de cultures 
semblables, d’une part de type bombé, d’autre part de type 
plat, introduisons une goutte respectivement dans deux tubes 


(1) Centralbl. f. Bakt. Orig., 83, 1919, p. 520. 
(2) Journ. of Experim. Medicine, vol, XXXII, 1921. 
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contenant 5 cent. cubes de mélange en parties égales de bouillon 
et de sérum non chauffé, récemment obtenu, de cobaye ou de 
lapin. Au bout de trois ou quatre heures, le liquide ensemencé 
de type bombé est déja trouble, l'autre est limpide et reste tel 
encore pendant plusieurs heures. Mais on constate le lende- 
main que ce milieu ensemencé de type plat présente un trouble 
abondant et diffus. Or, la culture ainsi obtenue n’est pas iden- 
tique au type ensemencé, elle apparlient au type bombé. La 
transformation est radicale. L’isolement de cette culture ne 
fournit que des colonies de type bombé. On sait, d’ailleurs, 
quil est aisé de distinguer les deux types grace & une série 
dindices, notamment l’aspect des colonies isolées, celui des 
cultures en bouillon, le type bombé donnant un trouble dilfus 
sans dépot, tandis que le plat forme des flocons qui se déposent 
laissant le liquide clair; le fait enfin que si l'on examine par 
transparence deux cultures jeunes sur gélose placées devant 
une lampe, celle du type plat apparait terne, tandis que celle 
du type bombé se montre irisée des couleurs de l’arc-en-ciel. 
Tandis que la culture du type plat en bouillon-sérum 56° con- 
serve tous les atiributs de ce type, celle du type plat en bouillon- 
sérum alexique offre tous les caractéres du type bombé, y com- 
pris la haute virulence: par injection intrapéritonéale, elle tue le 
cobaye & dose inférieure & un quinziéme de culture sur gélose. 

Mais on dispose, en outre, pour distinguer les deux types, 
d'un autre critere, sur lequel nous avons maintes fois insisté, 
et que nous signalons encore dans une note publiée dans ce 
méme numéro des Annales. D’un bactériophage actif sur le 
B. coli, Yun de nous a extrait deux principes lytiques distincts : 
le premier, dit faible, lysant énergiquement le type bombé, 
mais inoffensif pour le type plat; le second, dit fort, lysant les 
deux races. Mis en présence de principe faible, les microbes 
du type bombé se lysent, seules survivent queiques unilés 
capables d’engendrer une descendance du type plat, de sorte 
que ce principe se comporte comme sil métamorphosait le type 
bombé en type plat. 

Or, si dans deux tubes contenant, en mélange avec partie 
égale de bouillon, Pun du sérum non chauffé, l'autre du sérum 
chauffé a 56°, on ensemence le type plat, ce germe conserve 
dans le second milieu ses caractéres primitifs et nolamment 
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son insensibilité au principe faible, tandis que, se muant en 
type bombé dans le premier milieu, il devient de ce fait trés 
sensible au principe faible. 

Une conséquence facile 4 prévoir de ces faits consiste en ce 
qu'un mélange de bouillon, de sérum alexique et de principe 
faible, manifeste un pouvoir bactéricide extrémement éner- 
gique vis-a-vis aussi bien du type bombé que du type plat. 
Ensemence dans un tel milieu, le type plat, destructible par 
Valexine, ne peut engendrer des individus de type bombé, 
résistant a celle-ci, puisque ce type est éliminé par le principe. 
Si l’on ensemence le type bombé, qui sous l'action du prin- 
cipe peut engendrer le type plat, celui-ci néanmoins ne saurait 
apparaitre puisque lalexine le détruit. 

Une donnée intéressante se dégage de ensemble de ces expé- 
riences. C’est la promplitude avec laquelle, sous l’action tant 
de l’alexine que du principe faible, la culture ensemencée 
appartenant a l'une des variétés acquiert intégralement les 
caractéres de l'autre. En moins de vingt-quatre heures, le plat, 
touché par l’alexine, peut fournir du bombé absolument 
typique, de méme qu’en présence du principe le bombé peut 
engendrer du plat doué de toutes les particularités propres a 
cette variété. Il est curieux que les deux types restent aussi 
tranchés, méme lorsqwils n’ont pu disposer, pour dériver l'un 
de l'autre, que d’un laps de temps trés bref. 

Il va sans dire que les conslatations résumées ci-dessus 
exigent, pour étre netles, que les deux races de B. coli utilisées 
soient soigneusement maintenues a |’état pur. Comme elles 
sont aptes a dériver l'une de Iautre, le type bombé notam- 
ment produisant aisément quelques individus du type plat, il 
est nécessaire de les soumeltre, pour qu elles restent bien dis- 
tinctes, & une sélection fréquente et rigoureuse. On ne saurait, 
pour les entretenir, se borner a de simples repiquages suc- 
cessifs. On doit & chaque repiquage procéder & un isolement 
sur gélose, et choisir une colonie montrant de la fagon la plus 
typique les caractéres de la race. Cette colonie est reportée sur 
gélose, et cest & la culture ainsi obtenue, laquelle peut se 
conserver au moins un mois, qu'on a recours pour les expé- 
riences. A certains intervalles, onlarepique en isolant comme 
il vient d’étre dit. 
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On peut se demander si cette technique ne pourrait pas 
conduire, au bout d'un temps assez prolongé, a l’obtention de 
types tellement purs et tranchés qu’ils seraient désormais 
incapables de se métamorphoser. En réalité, la culture du lype 
bombé ne perd pas, dans de telles conditions, l’aptitude a faire 
apparaitre une postérité de type plat. Mais les germes investis 
de cette faculté n’y sont pas trés nombreux. On peut en appreé- 
cier la proportion en étalant sur toute la surface-d’une gélose 
en tube une goutte de culture en bouillon et y déposant, vingt 
ou trente minutes plus tard, une gouttelette de principe faible 
qui, descendant sur la surface, laisse une trainée au niveau de 
laquelle les microbes ensemencés sont lysés, tandis que, tout 
autour, le développement s’effectue avec luxuriance. Au bout 
de quelques heures, la zone mouillée par le principe se cons- 
telle de quelques colonies du type plat résistant, dont le nombre 
donne une idée de la proportion d’individus microbiens suscep- 
tibles, dans la culture du type bombé, d’engendrer l'autre 
race. D’autre part, on peut, en recourant a l’alexine, évaluer 
combien la culture en bouillon du type plat contient d’unités 
capables d’acquérir les qualités du type bombé. De tels indi- 
vidus sont rares. Kn effet, si on ensemence d’une goutte de 
culture en bouillon du type plat une série de tubes contenant 
tous 5 cent. cubes de mélange en parties égales de bouillon et 
de sérum alexique, on constate souvent que plusieurs de ces 
tubes restent indéfiniment stériles, la culture du type bombé 
n’apparaissant que dans certains d’entre euy. 
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Divers faits signalés dans la présente note, par exemple celui 
de l’agglutination des microbes morts par le principe lytique, 
ont déja été mentionnés brigévement dans de récentes publica- 
tions (1) que l'un de nous a consacrées a la discussion générale 
du probleme de l’autolyse transmissible ou bactériophagie. 
Nous les reprenons ici en exposant les résultats d’expériences 
complémentaires. 

Des leur premier mémoire sur la bactériophagie (1920), 
Bordet et Ciuca, en proposant leur théorie d’aprés laquelle 
Vagent lytique n’est pas un virus, mais est un principe chi- 
mique élaboré par les bactéries elles-mémes qui sont aptes a 
étre lysées, ont suggéré l’idée que les principes lytiques inter- 
viennent dans l’évolution des espéces microbiennes et doivent 
étre en rapport avec les phénoménes de mutation qui conduisent 
a apparition de types distincts au sein de cultures pures. Les 
microbes sont sujets & une certaine variabilité et cependant 
les especes maintiennent leurs caractéres fondamentaux, de 
sorte qu'on est amené a présumer |’existence d'un mécanisme 
régulateur auque! les principes lytiques ne sont vraisemblable- 
ment pas étrangers. En d'autres termes, la bactériophagie, qui 
selon la théorie de Bordet et Ciuca est en réalité une autolyse, 
joue un role dans la concurrence qui s‘établit entre individus 
microbiens de méme espéce. 

Cette idée se précisa nettement & la faveur de deux notions 
que nous considérons comme essentielles et sur lesquelles nous 


(1) J. Borver, The theories of Bacteriophage. Croonian lecture. Proceed of 
the Royal Society, B. vol. 107, 1931, p. 398. La lyse transmissible. C. R. du 
Ie Congres international de Microbiologie, 1, Paris, 1930. 
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avons insisté maintes fois dans les derniéres années, car elles 
corroborent manifestement la théorie de l’autolysc. La premiére 
consiste en ce que l’on peut retirer, d'un bactériophage actif 
sur la culture de 8. co/z, un principe particulier qui lyse, non 
pas indistinctement tous les microbes présents dans celte cul- 
ture, mais seulement les individus appartenant a l'un de ces 
deux types si nettement distincts qui, trés fréguemment, se 
trouvent mélangés dans les cultures des espéces du groupe 
coli-typhique. Ainsi s atteste une remarquable corrélation entre 
Vindividualité d'un principe déterminé et celle d'un type 
microbien nettement caractérisé. Le principe spécial en ques- 
tion lyse le type formant sur gélose des colonies lisses et 
bombées et donnant en bouillon un trouble diffus (type Bombé 
ou Smooth), tandis qu'il respecte l'autre type (type Plat ou 
Rough), lequel constitue sur gélose des colonies plates et 
rugueuses et donne en bouillon des flocons qui se déposent. 
Nous désignerons ces deux types sous les lettres BS et PR. 
Mais le bactériophage initial, que nous appellerons principe 
total et qui est actif sur la culture entiére de B. co/z (laquelle 
comme on sait renferme d’habitude les deux lypes), conlienl, a 
coté du principe particulier ci-dessus mentionné s’adressant au 
type BS, un autre principe, capable de lyser indifféremment 
les deux races. Nous avons appelé principe faible le premier 
principe pour la raison qu’il ne lyse que lun des types, tandis 
que nous appelons principe fort le second principe actif sur les 
deux races. Le mélange de ces deux principes reproduit le 
principe initial ou total. 

Lun de nous a décrit, il y a longtemps déja (1), les procédés 
@ailleurs trés simples qui permeltent d'isoler, du principe 
total, le principe faible. Notamment, celui-ci est plus diffusible 
que l'autre. Ensemencons une gélose en tube, sur toute sa sur- 
face, de culture de B. coli contenant les deux types, ou de 
préférence de culture constiluée seulement du type BS. Dépo- 
sons ensuite, sur un point de cette surface, une gouttelette du 
bactériophage total. Aprés séjour al’étuve, la zone de la gélose 
touchée par le principe est resiée nue, tandis que tout autour 
la culture est luxuriante. Or, si l'on touche avec le fil de pla- 


(1) J. Bororr. C. R. de la Soc. de Biol., 87, 1922, p. 987 et Ces Annales, 1925. 
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tine lextréme limile de la zone de lyse, on a des chances de 
recueillir le principe faible & l’état pur, car il se diffuse plus 
loin que le principe fort. On peut aussi ensemencer II ou 
IIT gouttes de culture de B. coli riche en type BS dans un tube 
de bouillon additionné d’une trace de bactériophage, puis, peu 
de temps apres, c’esl-A-dire avant que le bactériophage n’ait eu 
le temps de se régénérer abondamment, étaler sur gélose 
I goutte de ce bouillon. Aprés séjour a l’étuve, la gélose 
montre quelques taches tres apparentes qui s’entourent d'un 
halo et qui dénotent l’attaque du type BS par le principe faible 
approprié 4 celui-ci. On repique au fil de platine lune de ces 
laches sur bouillon ensemencé de type bombé, étale ensuite ce 
bouillon sur gélose, obtient ainsi de nouvelles taches que l’on 
repique, de fagon a réaliser plus stirement encore la séparation 
du principe faible. Quant au principe fort, on Visole aisément 
grace au fait que le type plat (PR) est inaple A la régénération 
du principe jaible. Partant du principe total initial, il suffit 
don: de lui faire subir en série quelques passages en bouillon 
ensemencé du type PR pur, en n’introduisant chaque fois dans 
les bouillons qu'une trace infime de principe; le principe faible 
contenu dans le principe initial disparait au cours de ces pas- 
sages, puisque PR ne le reproduit pas. Notons encore que la 
séparation des deux principes est facilitée du fait que ceuy-ci 
donnent des taches dont l’aspect est différent. Ce fait a été 
observé par Gratia qui a poursuivi 4 notre Institut l’étude de 
ces deux principes. Bail a reconnu que certains bactériophages 
peuvent donner lieu a des taclies nelttement dissemblables, se 
distinguant notamment par leurs dimensions, et que l’on peut 
séparer ainsi, en repiquant des taches différentes, deux prin- 
cipes donnant respectivement de grandes et de petites taches. 
Or, Gratia a constaté que notre principe faible correspond au 
principe & grandes taches de Bail, tandis que notre principe 
fort produit de petites taches. La méthode d'isolement de Bail 
peut donc étre utilisée pour la séparation des deux principes 
que nous considérons. 

Rappelons briévement comment on opére pour entrelenir 
indéfiniment, a l'état pur, les deux principes que l'on a séparés. 
Il suffit, & cet effet, de disposer des deux races de B. colt, soi- 
eneusement maintenues a l'état pur. Le principe faible ne se 
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reproduit qu’a !’intervention du type bombé, car il n’attaque 
que celui-ci. On le régénére donc en en introduisant une trace, 
un millioniéme de centimetre cube par exemple, dans 5 cent. 
cubes de bouillon qu’on ensemence d’une goutte de culture en 
bouillon du type bombé. Rappelons qu’au bout d’un temps assez 
prolongé, une dizaine d’heures par exemple, le liquide se peuple 
de B. coli du type plat, lequel ne subit pas de iyse, ce qu! 
démontre que le principe faible employé ne contenait pas trace 
de principe fort. Quant & celui-ci, il lyse les deux races, mais, 
pour le reproduire, on utilise uniquement le type plat, lequel, 
nous venons de le rappeler, ne saurait régénérer le principe 
faible qui ne l’attaque pas. 

La seconde donnée expérimentale importante qui vient a 
Vappui de la théorie autolytique est relative aux microbes 
spontanément lysogénes. On savait, grace & Lisbonne et Car- 
rére, que certaines espéces appartenant notamment au groupe 
Colt déclenchent la lyse transmissible d’espéces différentes, tel 
le bacille dysentérique. 

L’un de nous (1) montra que les divers individus microbiens 
peuplant une telle culture lysogene ne possédent pas au méme 
degré ce pouvoir. Mais il constata, en outre (2), que les microbes 
lysogénes en question peuvent agir lytiquement non seule- 
ment sur une espéce différente, tel le bacille dysentérique, mais 
aussi sur certains individus appartenant a leur propre espece. 
Kn effet, si l'on soumet une telle culture lysogéne a la technique 
de l’isolement, on obtient aux dépens de colonies séparées une 
série de cultures filles dont certaines sont capables, bien que 
ne se lysant pas elles-mémes, de déclencher la lyse de cer- 
laines autres. Par conséquent, dans une culture pure, une 
différenciation spontanée peut survenir, donnant lieu a l’appa- 
rition de types microbiens suffisamment distincts pour pouvoir 
manifester les uns envers les autres un antagonisme qui se 
trahit précisément par des réactions lytiques. IL y a des types 
qu’on peut qualifier d’agressifs, il en est d’autres qui sont 
réceptifs, car ils se laissent lyser par les précédents. Etudiant 


(1) Borver. Apparition spontanée du pouvoir Jysogéne dans les cultures 
pures. C. R. Soc. Biol., 90, janvier 1924, p. 96. 

(2) Ces Annales, 1925 et Bull. de la Classe des Sciences de l'Académie royale 
de Belgique, n° 12, 1925, p. 848. 
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le staphylocoque, Bordet et Renaux (1) ont conlirmé et étendu 
cette notion. On trouve méme certains types qui, sensibles aux 
sécrétions lytiques d’une autre race, sont eux-mémes capables 
de lyser une troisiéme variété, de sorte que, selon V’individua- 
lité des germes qu’ils rencontrent, ces types peuvent se com- 
porter soit comme réceptifs. soit comme agressifs. La notion 
du rédle que jouent les phénoménes lytiques dans la concur- 
rence entre individus de méme espéve se dégage de ces expé- 
riences avec une parfaite netteté, et nous nous dispensons d’y 
revenir ici. Nos recherches & ce sujet ont d’ailleurs été confir- 
mées notamment par Hadley et Jimenez (2). 

Mais il convient de développer quelque peu la notion précé- 
dente, c’est-a-dire de compléter les renseignements relatifs aux 
principes faible et fort dont il est question plus haut. Nous 
venons de rappeler cette caractérisltique essentielle que le prin- 
cipe faible est spécialement approprié au type BS, qu’il lyse a 
dose extrémement faible, tandis que le type PR le tolére et ne 
le reproduit pas. Tontefois, l'un de nous avait constaté, en 1925, 
que ce principe, ajouté & forte dose au type PR, peut, notam- 
ment a la faveur de passages successifs sur ce type, donner 
lieu & l’apparition du principe fort. Dans la suite, nous avons 
pu obtenir encore le méme résultat, mais nous devons signaler 
que cette expérience ne réussit plus lorsque le principe faible 
a 6té reproduit a de trés nombreuses reprises, c’est-a-dire a 
trés fréquemment réagi exclusivemeat sur le type BS bien pur 
utilisé pour sa régénération. Ce contact exclusif et réitéré avec 
le type BS affine tellement sa spéciflicité pour ce dernier qu’on 
ne parvient plus & l’adapter au type PR, méme en le faisant 
agir a trés forte dose sur celui-ci. Quant au principe fort, lequel 
lyse les deux types, il ne perd aucunement son pouvoir ori- 
ginel d’atlaquer également le type BS lorsqu’il a été trés fré- 


(1) Ces Annales, 1928. 

(2) Ces auteurs (Journal of infectious Diseases, 48, février 1931, p. 176) ont 
obtenu, aux dépens d'une vieille culture en bouillon de paratyphique A, cer- 
taines colonies investies du pouvoir de lyser d’autres types microbiens de 
méme espéce. Ce résultat est entiéremepl conforme a ceux que nous avons 
obtenus en opérant soil sur le B. coli de Lisbonne, soit sur le staphylo- 
coque. 

On trouve aussi des exemples de races agressives el réceplives dans le 
travail de Den Dooren de Jong (Académie des Sciences des Pays-Bas, vol. 33, 
4932). 
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quemment régénéré & l'intervention exclusive du type PR (1). 
Semblablement, lorsqu’on le régénére en série |’intervention 
du type BS, il garde parfaitement son aptitude & lyser Je 
type PR, il ne se converlit donc pas en principe faible. Soumis 
a l'action du principe fort, le type BS donne lieu, un peu plus 
aisément en général que ne le fait le type PR dans les mémes 
conditions, & l’apparition de microbes résistants. En effet, 
lorsqu’on ensemence de type BS la surface entivre d'un tube 
de gélose et qu’on dépose sur celte surface une gouttelette de 
principe fort, on observe aprés quelques heures d’étuve une 
irainée lytique ot la gélose est reslée nue, mais qui, un certain 
temps aprés, se recouvre de colonies translucides assez nom- 
breuses pour étre confluentes. Les microbes ensemencés sont 
sensibles au principe, mais peuvent néanmoins fournir une 
culture secondaire abondante. Toutefois, la résistance de celle-ci 
n'est pas absolue, car, sion la repique en bouillon, ce liquide 
nutritif, quise trouble forlement toutd’abord, se clarifie ensuite 
tres nettement. Le développement de ces germes de type BS 
résistants au principe fort se fait mieux sur gélose qu’en 
bouillon. Notons encore que la diversité d’aspect des taches 
lytiques dépend bien plus de la nature du principe que de la 
nature des microbes en expérience. Le principe faible, mis sur 
gélose en présence du type BS, donne de grandes taches; le 
principe fort, qu il agisse sur le type BS ou sur le type PR, 
donne de petites taches apparaissant comme de petites cupules 
creusées dans la couche microbienne mais qui, surtout s’il 
s'agit du type BS, ne sont pas toujours assez profondément 
excavées pour que Je milieu nutritif devienne tout a fait trans- 
parent & ce niveau. Enfin, il convient de signaler que le prin- 
cipe fort lyse énergiquement le bacille dysentérique, tandis 
que, méme aprés plusieurs passages, le principe faible n’attaque 
pas cette espece. Nettement plus spécifique que le principe 
fort, il n’attaque pas non plus, contrairement & celui-ci, le 
B. coli Lisbonne. 


(1) Nous ne pouvons donc pas confirmer une opinion émise par Gratia et 
dapres laquelle on peut retirer de notre bactériophage total un principe 
lytique pour le type PR mais inactif vis-a-vis du type BS. Lorsqu’on expéri- 
mente sur une culture de B. coli normale, c’est-a-dire bien sensible a l’action du 
bactériophage total, on trouve toujours que le type BS est sensible au principe 
fort comme au principe faible, et tout principe attaquant PR attaque aussi BS. 
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Comme l'un de nous l’a signalé il y a longtemps, la consé- 
quence la plus remarquable, du fait que le principe faible 
attaque uniquement le type BS, consiste en ce que celui-ci, 
ensemencé dans du bouillon additionné d'une trace de ce prin- 
cipe, fournit au bout d’un certain nombre d’heures une cul- 
ture pure du type PR. Le principe faible se comporte donc 
comme sil mélamorphosait la premiére race en la seconde. 
En réalité, le phénomeéne résulte de ce que les cultures de BS 
contiennent toujours quelques unités susceplibles d’engendrer 
une postérité appartenant au type PR, c’est-a-dire insensible 
au principe faible. Il convient de remarquer a ce propos que le 
type PR est toujours identique a lui-méme, qu’on l’ait obtenu 
par l’action du principe faible sur le type BS ou directement, 
par isolement sur gélose, en l’absence de tout principe, d’une 
culture normale de B. co/i contenant les deux races. Quel que 
soit le mode d’obtention, le type PR posséde les mémes carac- 
teres de culture et manifeste la méme insensibilité au principe 
faible comme la méme sensibilité au principe fort. S’il est 
vrai que le type BS, devenu insensible au principe faible pour 
la raison qu'il s’est transformé en type PR, manifesle la sensi- 
bilité habituelle de ce type PR vis-a-vis du principe fort, on 
peut, d’autre part, comme il a été dit plus haut, adapter fe 
type BS au principe fort. Mais les germes BS obtenus de cetle 
facon, et qui tolérent mieux qu antérieurement le principe fort, 
ont conservé intégralement leur sensibilité originelle au prin- 
cipe faible. Ce fait corrobore de facon frappante la notion que 
les deux principes sont réellement distincts. 

Ayant ainsi récapitulé une série de données développées dans 
nos mémoires antérieurs, nous allons reprendre certains fails 
dont l'étude mérile d'étre complélée. 


SiGNIFICATION DU HALO. — Si l'on étale sur gélose une sus- 
pension microbienne additionnée d’une trace du bactériophage 
approprié, on obtient, comme on sait, des taches lytiques. 
Lorsqu’elles sont suffisamment espacées, elles peuvent prendre 
tout le développement dont elles sont susceptibles et leur aspect 
peut alors étre observé dans les détails. Or, il est connu depuis 
longtemps qu’autour de la zone claire de lyse la couche micro- 
bienne environnante offre parfois un aspect particulier. Sans 
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étre réellement corrodée, elle devient légerement plus translu- 
cide, de sorte que la tache claire s’entoure d’un halo diaphane, 
déja visible comme une fine bordure concentrique dés que le 
eazon microbien se constitue, mais qui, peu a peu, s‘élargit 
dans la suite jusqu’é atteindre parfois une largeur de 2 a 
5 millimetres environ. Il est donc évident que de la tache claire 
se diffuse quelque chose qui modifie sensiblement et jusqu’& 
une distance assez grande la culture avoisinante? Serlik (1), qui 
se rallie & la théorie du virus de d’Hérelle, a émis l’hypothése 
que ce halo résulterait de Ja diffusion non pas du virus lui- 
méme, mais d'un ferment élaboré par celui-ci et qui serait 
Voutil au moyen duquel le virus produit ses effets lytiques. 

Cette interprétation de Sertik nous parait erronée, pour les 
raisons suivantes : 

Le phénoméne du halo s’observe nettement lorsque notre 
bactériophage initial, qui contient les deux principes fort et 
faible, impressionne sur gélose notre culture totale de Bb. colt, 
oti existent les deux races BS et PR. Mais on démontre aisément 
que le halo ne se produit pas indifféremment quel que soit le 
principe et quel que soit le type microbien. En effet, il n’appa- 
rait qu’a l’intervention du type BS et du principe faible. On ne 
lobserve pas si l'on fait agir le principe fort'soit sur le type BS, 
soit sur le type PR. Or, si lopinion de Sertik est exacte, com- 
ment comprendre que le virus du principe fort, lequel pour- 
tant lyse é6nergiquement les deux lypes, soit incapable d’éla- 
borer un ferment lytique analogue & celui que le virus du 
principe faible sécréte pour lyser le type BS? 

Lorsqu’on utilise la culture de B. colt complete et le bacté- 
riophage total, le halo peut apparaitre pour la raison que la 
culture compléte renferme le type BS et que le bactériophage 
contient du principe faible. Mais le halo est considérablement 
plus apparent et mieux développé si l'on emploie, a l’état pur, 
le principe faible et le lype BS. Etalons sur gélose une goutte 
de culture de ce type; quelques minutes aprés, Wx au 
centre de cette surface ensemencée une trace de principe 
faible. Kn méme temps, ensemengons sur gélose le type PR, 
sans principe. Le soir, aprés sept ou huit heures d’étuve, le 


nh Centralbl. f. Bakleriol., 110, 1929, p. 125; C. R. Soc. Biol., 104, 1930 
p. 1256. 
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développement est déja luxuriant. Sur la premiére gélose, la 
tache claire marquant l’endroit touché par le principe est fort 
nette et s'est déji entourée d’un halo bien perceptible. Exa- 
minons les deux tubes par transparence en les placant devant 
une lampe. On sait que la culture BS disperse la lumiére, elle 
apparait irisée des couleurs de l’arc-en-ciel. Au contraire, la 
culture PR développée sur la seconde gélose est sans éclat, 
terne et grisatre, elle est aussi plus translucide. Or, on constate 
que sur la premiére gélose la couche microbienne, envahie par 
le halo concentrique & la tache claire de lyse, reproduit exacte- 
ment l’aspect terne, grisdtre et plus transparent de la culture PR 
de méme age. L’identité est absolue. En dehors du halo, cela 
va sans dire, le gazon microbien du premier tube, étant du 
type BS, offre aspect brillant et irisé habituel. Il est done 
évident qu’au niveau du halo ce n’est point, en réalité, une 
lyse qui s’effectue. A ce niveau, le type BS subit une influence 
telle qwil revét exactement les caractéres de culture du type PR. 
Or, nous savons que le principe faible agit précisément sur le 
type BS, de facon a faire apparaitre, aux dépens de celui-ci, le 
type PR. 

Seulement, au niveau du halo, cette métamorphose, quoique 
se dénongant par le comportement vis-a-vis de la lumiére 
transmise, n'est cependant qu’ébauchée et reste généralement 
réversible. On peut s’en convaincre en prélevant avec le fil de 
platine un peu de matiére microbienne comprise dans le halo 
et en l’ensemencant en bouillon. Parfois, la culture ainsi 
obtenue se développe sous forme de type PR et, dans ce cas, 
on y retrouve du principe faible en abondance, mais, le plus 
souvent, on obtient le type BS non modifié, sans principe. Kn 
pareil cas, il faut admettre que l’influence tendant a trans- 
former au niveau du halo le type BS en type PR n/a pas été 
assez puissante pour que ses effets perdurent dans la subculture. 
C'est dailleurs sur le fait que la subculture se révéle exempte 
de principe que Sertik se fonde pour affirmer que le halo est 
di & l’action, non pas du virus qui ne se diffuse pas aussi loin, 
mais d’un ferment que ce parasite sécréte et qui progresse dans 
la gélose. 

Il n’est 6videmment pas possible de démontrer que le prin- 
cipe lytique proprement dit existe au niveau du halo puisque, 
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en général, il ne se perpétue pas dans la subculture. Toutefois, 
ce que l’on peut dire, c’est que le halo pourrait contenir du 
principe sans que celui-ci pit élre retrouvé. En effet, l'un de 
nous a démontré que le bactériophage disparait sans laisser de 
traces lorsqu’on le met, 4 dose tres faible, en présence d’un 
nombre énorme des bactéries sensibles. Or, telles doivent étre 
les conditions réalisées au niveau du halo. Dans cette zone, la 
multiplication s’est tout d’abord opérée trés-activement, le 
principe n’a pus’y diffuser que plus tard, en quantité naturel- 
lement trés faible par rapport & l’extréme abondance des 
microbes néoformés. Dans deux tubes contenant 5 cent. cubes 
de bouillon et additionnés tous deux d’une irés faible dose, 
un dix-millioniéme de cent. cube par exemple, de principe 
faible, introduisons, d’une part une trace d’ure suspension 
épaisse de B. coli de type BS, d’autre part plusicurs goultes 
de cetle méme suspension fort opaque. Dans le premier tube, 
le microbe se convertit en type PR qui pousse en flocons, et 
l’on trouve que la teneur en principe s’éléve considérablement. 
Dans le second tube, le type BS se maintient, la culture est 
diffuse et tous les essais tentés en vue d’y retrouver du prin- 
cipe restent négatifs. Il est donc fort admissible qu’au niveau 
du halo le principe qui a pu s’y ‘diffuser n’est plus récupé- 
rable précisément parce qu il n’y existe qu’en dose infiniment 
réduite, tandis qu’a cet endroil les microbes sont innombrables. 
Mais ces traces infimes de principe ont suffi a modifier la cul- 
ture en lui conférant certaines qualités, révélables par les 
rayons lumineux, du type PR. Nous allons voir, au surplus, que 
le principe faible peut produire sur le B. coli du type BS des 
effets spécifiques, méme dans des conditions impropres A la 
régénération du principe, c’est-a-dire lorsqu’on emploie des 
microbes tués. 


AGGLUTINATION BES MICROBES MORTS PAR LE PRINCIPE. — IL est 
couramment admis que les bactériophages méme puissants ne 
produisent pas d’effet visible sur les microbes tués. Ceux-ci 
sont rebelles a la lyse et inapies & la régénération du principe. 
On connait assurément des substances capables de lyser des 
microbes morts, telles que le lysozyme des larmes, du blanc 
d’ceuf ou du lait de femme. Telles sont aussi les sécrétions de 
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divers streptothrix ou moisissures, ou bien encore les ferments 
sans doute analogues qui permettent a certaines bactéries de 
dissoudre des microbes morts de méme espace, ainsi que Gratia 
a constaté en éludiant le slaphylocoque. Mais ces principes 
actifs ne manifestent pas la caractéristique essentielle du bacté- 
riophage, & savoir de se régénérer du fait méme qu’ils agissent. 
Rien ne démontre non plus qu’un vrai bactériophage soit en 
cause dans le cas de lyse signalé par Jaumain. Cet auteur a 
montré (1) qu'une culture de staphylocoque se lyse lentement 
mais & peu prés complétement si l’on scelle le tube gui la 
contient, tandis qu’une culture identique reste trouble lorsque 
le tube n’est pas fermé. Signalons, en passant, que ce phéno- 
méne de clarification en atmosphére confinée observé par Jau- 
main est di, comme nous avons pu nous en convainere, a 
accumulation d’acide carbonique. Deux tubes contenant 
5 cent. cubes de bouillon sont ensemencés de staphylocoque. 
Apres vingt-quatre heures d’étuve, on fait barboter dans lun 
du gaz carbonique, aprés quoi l’on scelle les deux tubes prés 
de leur extrémité. Il reste ainsi, dans le second tube, une quan- 
tité importante d’air, tandis que Vatmosphere intérieure est 
constituée, dans le premier tube, de gaz carbonique. Au bout 
de deux ou trois jours, le premier tube s’est presque complé- 
tement clarifié, tandis que le second n’a pas sensiblement 
changé et reste trouble longtemps encore. 

Mais pour ce qui est de l’autolyse transmissible, le seul fait 
établi concernant le comportement des microbes tués consiste 
en ce que ceux-ci manifestent vis-a-vis du principe un pouvoir 
absorbant bien appréciable, ainsi que l’ont démontré da Costa 
Cruz (2), Jaumain et Meulemans (3). 

Dans 1 ou 2 cent. cubes de suspension assez épaisse du 
type BS, tuée par chauffage 4 65° ou 80°, introduisons quelques 
gouttes de principe faible, et portons @ l’étuve. Au bout de 
quelques heures, les microbes se réunissent en flocons qui, le 
lendemain, se sont condensés au fond du tube, tandis qu’une 
suspension semblable non additionnée de principe garde son 


(1) Autolyse microbienne en tubes scellés. C. R. Soc. Biol., 87, juillet 1922, 


p. 790. 
(2) Sur la lyse microbienne transmissible (Travail de l'Institut Oswaldo 


Cruz, 1922). 
(3) C. R. Soc. Biol., 87, juin 1922. 
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trouble homogéne. Chose remarquable, le principe fort ne 
produit aucunement cet effet. 

N’est-il pas curieux de constater que c’est justement el unt- 
quement le principe faible, dont la caractéristique est de trans- 
former le BS a culture diffuse en PR A culture agglutinée, qui 
précisément jouit de la propriété d’agglutiner les microbes 
tués du type BS? Il est superflu d’ajouler que cette agglutina- 
tion des microbes morts ne saccompegne pas “d'une régéné- 
ration du principe. 

Liagglutination n’est trés perceptible que si lon fait agir 
une dose assez forte de principe sur une suspension assez 
concentrée de microbes morts. Le phénoméne n’est guére visible 
si le principe n’est présent qu’a dose faible, & moins, bien 
entendu, qu’on n’introduise dans la suspension additionnée de 
cette trace de principe un peu de microbes BS vivants. Dans 
ce cas, en effet, le principe est régénéré et agit alors a Vétal 
concentré sur les microbes ltués. Mais si, dans cette expérience, 
les microbes vivanis mis en jeu appartiennent au type PR, le 
trouble di aux microbes morts BS reste diffus (malgré l’appa- 
rition dune culture agglutinable du type PR) car le type PR 
ne régénére pas le principe faible. 

Chaulfé a 65°, le principe agglutine encore, mais moins éner- 
giquement que s'il n’a pas été chauffé. Chauffé a 70°, le prin- 
cipe perd son pouvoir agglutinant en méme lemps que son 
pouvoir lytique et son aptitude a la régénération. L’aggluti- 
nation des microbes tués BS par le principe faible se produit 
en solution physiologique de NaCl, mais non pas en eau dis- 
tillée. 

On peut admettre a priori que si les microbes morts BS 
s'agglutinent sous l’influence du principe faible, c'est qwils 
sont capables de Vabsorber. Toutefois, pour que le principe 
disparaisse complétement du liquide ambiant, i! faut n’en 
mettre en jeu qu’une faible dose et employer une quantité 
relativement forte de microbes tués. Dans un tube de 5 cent. 
cubes de bouillon ensemencé d'une goutte de culture de type BS, 
on observe la lyse et la régénération du principe si l’on fait agir 
celui-ci & dose d’environ 0,00000002 cent. cube. Mais, pour 
que ces cllets sc prodnisent, il faut que le bouillon contienne 
environ cing cents fois plus de principe, si, la veille de l’ense- 
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mencement, on a introduit dans le bouillon, outre le principe, 
quelques gouttes de suspension opaque de B. coli BS tué a 65°. 
Il y a donc absorption fort appréciable du principe par les 
bacilles tués. Signalons que cette absorption ne s’observe pas 
si les microbes morts appartiennent a l'autre type PR. Mais il 
y alieu de noter & ce propos que le type PR tué ne semble pas 
absorber sensiblement non plus le principe fort, lequel d’ail- 
leurs ne parait pas se fixer davantage sur les bacilles morts du 
type BS. 

Nous nous bornons 4 ce bref exposé, sans revenir sur la 
discussion générale des théories de la bactériophagie, pour 
laquelle nous renvoyons notamment aux Comptes rendus du 
I Congrés international de Microbiologie. Ajoutons seulement 
que les intéressanles recherches de Den Dooren de Jong (4), 
montrant que des spores de certaines races de B. megatherium, 
chauffées a 90° (c’est-a’-dire & une température qui détruit 
strement tout baclériophage préformé), fournissent en ger- 
mant des cultures qui ont gardé leur aptitude premiére a 
déclencher la lyse d’aulres types de Bb. megatherium, con- 
firment de facon frappante notre théorie autolytique, d’aprés 
laquelle les principes sont d'origine bactérienne et inter- 
viennent dans la concurrence entre individus microbiens de 
méme espéce; on y trouve aussi certaines données relalives a 
la distinction, sur laquelle nons avons insisté (2), entre les 
pouvoirs lysogénes spontané et induit. 


(1) Proc. Kon. Akad. v. Wetensch, 33, 1930 et 35, 1932; Centralbl. f. Bakt. 
Orig., 420, 1931. 
(2) C. R. Soc. Biol., 93, 1925, p. 1054 et Ces Annales, 1928. 


RESULTATS DE TROIS ANNEES 
DE VACCINATION ANTIDIPHTERIQUE 
PAR L’ANATOXINE DE RAMON 
DANS LA POPULATION SCOLAIRE D'UNE GRANDE VILLE 


par le Dr POULAIN (Saint-Etienne). 


Comme dans nombre de grandes villes, la diphtérie existe a 
Saint-Ktienne a l'état endémique, avec de pelils foyers épidé- 
miques de quartiers. 

La plupart des cas observés & Saint-Etienne sont connus du 
Bureau d’hygiéne pour plusieurs raisons. 

Les médecins déclarent volontiers Ja diphtérie, parce que 
cetle maladie effraye encore la population; parce qu ils estiment 
que des mesures efficaces peuvent étre prises pour en enrayer 
Vextension; parce que nous avons insisté auprés d’eux pour 
obtenir ces déclarations et qwils se sont rendu compte de nos 
efforts ; les recherches de porteurs de germes pratiquées autour 
des malades donnaient un résultat évident. 

Beaucoup de malades sont hospitalisés au pavillon des con- 
tagieux de l’hdpital; tous ces cas nous sont déclarés. En outre, 
le transport des malades 4 lhépital n’est assuré que par des 
ambulances municipales placées sous notre controle, et nous 
sommes avisé du diagnostic d’entrée de tous les malades 
contagieux. 

Le laboratoire du Bureau d’hygiéne est utilisé par de trés 
nombreux médecins pour le diagnostic de la diphtérie; nous 
avons en dépét, dans tous les postes de police, des boites 
renfermant des tubes de sérum et un écouvillon stérile. Ces 
hoites sont & la disposition du public; elles sont délivrées sur 
simple demande du médecin et portées dans une étuve élec- 
trique placée dans le poste central de police. Nous pouvons 
ainsi donner avant midi de nombreux résultats de cultures 
ensemencées dans la nuit. 

Le Service de l’Inspection médicale scolaire fonctionne 


VACCINATION ANTIDIPHTERIQUE PAR L’ANATOXINE DE RAMON 359 


avec le concours d’infirmiéres diplomées, depuis 1921; actuel- 
lement, 14 infirmiéres surveillent l'état sanitaire de pres de 
20.000 enfants. La plupart des enfants absents de l’école depuis 
deux ou trois jours sont vus & domicile par une infirmiére : au 
moindre soupgon d’angine, un prélévement bactériologique 
est effectué et la réponse donnée le lendemain a la famille; si 
le résultat est positif, les parents sont invités & faire venir leur 
médecin. Dés qu’un cas est connu dans une école, l'infirmiére 
fait immédiatement une dizaine de prélévements, parfois plus, 
sur les voisins des malades. Nous avons pu ainsi déceler bac- 
tériologiquement de nombreux cas de diphtérie avant les symp- 
tomes cliniques et permettre au médecin, en présence d’une 
angine, de faire immédiatement le diagnostic certain, sans 
avoir 4 attendre le résultat d'un examen. Le traitement sérique 
peut étre, de cette facon, établi sans retard. 

Le tableau I indique le nombre de cas de diphtérie observés, 
le nombre de décés dus & cette maladie et le nombre de préléve- 
ments effectués dans les écoles, de l'année 19224 année 1931. 


TaBieAu |. 
a NOMBRE NOMBRE MORTALITE SOME 
BNNEES de cas de décés pour 100 cas rela venous 

pa Lee 97 40 40,3 
19235, ae 12 10,8 347 
1924 . 98 7 74 849 
fossa dnd. 126 9 74 397 
WO 2G eee ie Ps 113 6 Do ayer 
1927 . 63 4 6.3 998 
4428 . 80 2 aes 954 
4929 131 41 8,4 2.459 
UO SO} eae ure 288 32 il ol eal 
1934 223) 21 9,4 2.326 


On voit que si le nombre de cas reslait relalivement élevé 
pendant les années 1923 & 1926 (& cause de notre organisation 
de dépistage qui nous permettait de connatiire tes cas qui nous 
seraient demeurés inconnus), la mortalité avait diminué régu- 
litrement et, pendant les années 1927 et 1928, une moyenne de 
3 décés sur une population de 35.000 enfants de un a quinze 
ans semblait indiquer que les mesures de prophylaxie mises en 
ceuvre donnaient un résultat appréciable. 
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Cependant, dés 1928, dans toute la France était signalée une 
recrudescence de la diphtérie et une forte augmentation des cas 
graves et de la mortalité. Nous rendant compte que la pro- 
phylaxie par l’isolement et larecherche des porteurs de germes 
ne pouvait que limiter l’extension d’une épidémie a craindre, 
nous piimes obtenir de |’Administration municipale l’aatori- 
sation, déja demandée & plusieurs reprises, de pratiquer sur les 
enfants des écoles la vaccination antidiphtérique par l’anatoxine 
de Ramon. ie 

Etant données les difficultés que nous avions eues pour 
obtenir cette autorisation (des dépéches étrangéres malencon- 
treuses avaient signalé a plusieurs reprises des décés a la suile 
de vaccinations pratiquées par le mélange toxine-antitoxine) 
et craignant de rendre impopulaire la vaccination si de fortes 
réactions étaient observées, nous décidames de limiter la vacci- 
nation aux enfants des écoles maternelles, de deux & six ou 
seplans. C’estd’ailleurs a cette période de la vie que la diphtérie 
présente le plus de gravité et cette facon de faire nous per- 
mettait l’espérer obtenir, aprés cing ou six années de vacci- 
nation, un effectif important de vaccinés dans toutes les 
écoles, par suite du passage des petits enfants dans les classes 
primaires. 

Nous avons commencé la vaccination au printemps de 1929, 
apres avoir fait une conférence a toutes les institutrices des 
écoles maternelles; nous leur avons exposé ce qu’étaient la 
diphtérie, l'immunilé, l’anatoxine; nous avons insisté sur 
Vinnocuité de la vaccination et avons sollicité leur concours 
qui leur était également demandé par M. I'Inspecteur d’Aca- 
démie. Nous r’avons qu’a nous féliciter de l'aide apportée par 
le corps enseignant quia une grosse influence sur les familles 
des éléves, et nous pouvons dire de suite que quelques institu- 
trices, réfractaires au début, ou tout au moins indifférentes, 
ayant vu leurs classes plus touchées par la diphtérie que celles 
d'écoles voisines du méme quartier, ont compris lintérét de 
leurs enfants et nous apportent maintenant un concours entier 
et efflicace. 

Nous devons signaler aussi que certains médecins ont fait 
dans plusieurs quartiers une campagne contre la vaccination, 
et cetle opinion médicale, transmise rapidement de bouche en 
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bouche dans ces quartiers ouvriers, nous a créé quelques diffi- 
cultés. 

Quoi qu’il en soit, nous avons fait un appel a la population 
par la voie de la presse en faveur de la vaccination ; nous avons 
fait imprimer un tract expliquant ce qu’étaient la diphtérie et 
Panatoxine. Ce tract a été distribué & toutes les mamans par les 
infirmiéres ou par les institutrices, accompagné d'une feuille 
d’autorisation & retourner signée. La population stéphanoise 
en majorilé a acceplé facilement la vaccination de ses bébés, 

Les séances ont eu lieu a l’école : les 8 médecins-inspecteurs 
ont pratiqué eux-mémes les injections, avec !’aide de leurs 
infirmiéres, des institutrices et des femmes de service, sur les 
enfants pour lesquels l’autorisation avait été délivrée par les 
parents. 

Kn outre, une séance publique avait lieu une fois par semaine, 
i laquelle pouvaient étre amenés tous les enfants de n’importe 
quel age. 

Enfin, les enfants de ?Orphelinat municipal, agés de sept & 
treize ans, ont tous été vaccinés. 


Au printemps 1929, il a été pratiqué trois injections a trois 
et deux semaines d'intervalle, aux doses de 0c. c. 5, 1 cent. 
cube et 1 cent. cube, soit 25 unités anatoxiques. 

A Vautomne 1929, il a été pratiqué trois injections aux mémes 
intervalles et aux doses de 0 c.c.5, 1 cent. cube et 1 c. c. 5, 
soit 30 unités anatoxiques. 

A Vautomne 1930, mémes doses, mais un certain nombre de 
cas de diphtérie ayant été observés chez des enfants vaccinés 
complétement, nous avons demandé aux parents de laisser 
pratiquer une quatriéme injection de 1 cent. cube, ce qui porte 
a 35 ou 40 le nombre d'unités anatoxiques ; un tract fut adressé 
&’ toutes les familles ayant fait vacciner leurs enfants ainsi 
qu'une formule d’autorisation. Une forte proportion de parents 
nous répondit favorablement. 

A Vautomne 1931, a la suite des publications de MM. Ramon, 
Debré, Mozer et M'® Prieur; de Ramon et Nélis attirant | atien- 
tion surl’importance du nombre d'unités anatoxiques injectées, 
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nous avons utilisé des doses de 1 cent. cube, 2 cent. cubes 
el2cent. cubes, soil 50 unités, et pour les vaccinés a trois injec- 
tions des années précédentes, la dose de 1 c.c. 5 pour la 
quatriéme injection, portant ainsi & 40 ou 45 le nombre d’unités 
anatoxiques injectées chez les enfants de cette derniére catégorie. 

A la date du 1° janvier 1932, il a été pratiqué, chez les 
enfants, plus de vingt et un mille injections d’anatoxine. [1 n’a 
pas été signalé d’accidents sérieux, la plupart des enfants ne 
présentant aucune réaction; chez un quart environ, on observe 
une réaction locale plus intense; un quinziéme environ pré- 
sente une réaction générale avec température dépassant rare- 
ment 38° et ne durant pas plus de vingt-quatre heures. 

Chez les enfants plus agés de lOrphelinat, les réactions 
générales sont plus fréquentes ct sont observées surtout aprés 
Ja deuxiéme injection. 

Chez un seul enfant, la vaccination a été interrompue parce 
qu’a la suite de la premiére injection il avait présenté un état 
lipothymigue qui avait duré plusieurs heures, sans qu'il en 
résulte cependant un état pathologique consécutif quelconque. 


Dés l’automne 1929, les cas de diphtérie se sont révélés plus 
nombreux; pendant les années 1930 et 1931, la diphtérie prit 
dans certains quartiers une allure épidémique; pendant deux 
ans et demi, la diphtérie se répandit dans la ville, touchant 
les écoles les unes aprés les autres, avec un maximum d’acuilé 
pendant les mois de septembre a mai. 

Nous avons pu établir des statistiques précises concernant 
cette épidémie et juger la valeur de la vaccination. Chaque 
année, nous avons recensé le nombre d’enfants vaccinés et non 
vaccinés, par dge, et le nombre de cas de diphtérie observés 
chez les écoliers vaccinés ou non. Nons n’avons tenu compte 
que des enfants fréquentant les écoles, ce qui nous a permis 

aE © . 

d’établir un pourcentage précis des cas survenus chez les enfants 
non vaccinés, ou vaccinés a quatre, & trois, & deux ou une 
injection. 

Pour établir la liste des enfants vaccinés au 1°" janvier de 
chaque année, nous ajoutons an nombre d’enfants vaccinés 
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pendant les mois d’octobre & décembre précédents, les enfants 
vaccinés l’année antérieure en leur donnant dans notre statis- 
tique un an de plus. Nous y aijoutons également les enfants 
vaccinés par leur médecin de famille, quand nous avons pu en 
avoir connaissance: il est certain que nous avons ignoré un 
nombre relalivement important de ces vaccinations familiales, 
mais notre statistique n’en a que plus de valeur quant aux 
résuttals qu'elle démontre, puisque nos pourcentages sont rap- 
porlés a des chiffres de vaccinés inférieurs 8 la réalité. 

Nous rappelons ce que nous avons exposé plus haut : a 
savoir que tous les cas de diphtérie survenus dans les écoles 
sont pratiquement connus par le Bureau d’hygiéne, a cause de 
la surveillance trés étroite qu’exercent les infirmiéres sco- 
laires; aussi, estimons nous que nos statistiques sont sur ce 
point trés pres de la réalité. Chaque cas de diphtérie a fait lobjet 
d'un rapport du médecin-inspecteur des écoles, de l’infirmiére, 
et parfois du médecin traitant. 

Ce sont ces slatistiques que nous publions ci-aprés, pour les 
années 1929, 1930, 1931 et les quatre premiers mois de 
année 1932. Nous avons groupé les enfants en deux calégories : 
deux & six ans el sept & treize ans; cette division nous a paru 
rationnelle parce que le nombre et la gravilé des cas de 
diphtérie sont trés différents pour ces deux périodes de l’enfance. 


Aprés trois années de campagne en faveur de la vaccination 
antidiphtérique dans les écoles maternelles, 75 p. 100 des 
enfants fréquentant ces écoles sont vaccinés contre la diphtérie, 
soil 40 p. 100 ayant recu de 404 50 unités anatoxiques, 23 p. 100 
ayant recu 30 unités et 12 p. 100 ayant recu de 5 a 15 unités. 

Une proportion équivalente de vaccinés 4 quatre ou trois 
injections ayant été obtenue l'année précédente. il semble que, 
en dehors de toute obligation, il soit possible d’amener par des 
moyens simples de propagande les trois quarts de la popula- 
tion d’une grande ville a faire pratiquer la vaccination chez les 
petits enfants, 4 condition toutefois que les séances soient 
eratuites et mises a la portée de tous, sans dérangement des 
parents, c’est-a-dire dans les écoles. 
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Tasleau I]. — Enfants de deux 4a six ans. 
Ae OR SI IR TERNNARERUCESSACEE ME GA ES NR REE IS LS RA RNS SESE SSS ATE IE TET LE ETI LED ES ES TEI 
ee ene 
ENVANTS Reg a BRE a ne vaccinés a 
4 injections 3 injections 2 injections 
anciences anciennes anciennes 
bi 35 cue or Oe oua 
ee ee injections 2 injections ee oa 
Ve CORES nouvelles nouvelles Ba gapped 
40 450 unités}/25 a 30 unités} °? 
Année 1929 : 
Nombre 4,279 2.330 298 
Case i\e. 48 3 3 
Pour mille . 4,2 fos 10 
Déces : 2 0 0 
Pour 100 cas aot 42 
Pour 1.000 enfanis .. . 0,47 
Année 1930 : 
Nombre 2.730 3.647 544 
Cash env tee ok 64 21 a 
Pourimille . . . . 23,4 Lye! 43 
Décés ean 42 4 1 
Pour 100 cas . ross 18,43 4,8 V4 
Pour 1.000 enfants . . 44 0,29 0,18 
Année 193] : 
Nombre 245/505 2 4.637 4.284 2.873 796 
(GaSe on are 49 0 8 5 
Pour mille. . 30) 2,8 6 
Décés : 9 0 0 1 
Pour 100 cas . ee fe 18,4 
Pour 1.000 enfants . a 1,23 
Année 1932 \4 mois) : 
Nombre APS 2eios 1.534 812 
Gass 22 : 16 2 3 2 
Pour mille . oxi 0,7 alas 2,4 
Décés. . : 3 0 0 
Pour 100 cas s AX ,7 
Pour 4.000 enfants . a 123 


Dans les écoles primaires, la proportion des vaccinés est de 
35 p.100, mais dans quatre ans, par le simple fait du passage 
des enfants de l'école maternelle dans les classes des écoles 
primaires, cette méme proportion de 75 p. 100 sera oblenue. 


Dans une population scolaire non vaccinée, le nombre de cas 
de diphtérie observés dans les écoles primaires est de beaucoup 
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TasLeau Il, — Enfants de sept a treize ans, 
SEs pemmmmmeneeer ee 
ENFANTS ENFANTS ENFANTS 
yee vaccinés A vaccinés a fae 
Net? 4injections | 3 injections | Vaccines - 
aan anciennes anciennes 2 injections 
ou ou anciennes 
ae Sa aT a eee ou a 
vaccines | Snleetions | 2 injections | 4 inlection 
40 & 50 unités|25 a 30 unités| © 2 15 unites 
Année 1929 : 
Nombre 10.879 300 80 
Gaia Aiden t 38 sh 0 
Pour mille . 3,5 one 
Décées . Seat as 0) 0 0 
Pour 400 cas .°. - Ae 
Pour 1.000 enfan!s . 
Année 1930 : 
Nombre 10.014 1.122 163 
Cas. ae 113 4 4 
Pour mille . il 3 a3) 6 
WECCErte- bles (5 Ra hee 3 0 0 
POuUreO0lCaSaeme cues 2,6 
Pour 41.000 enfants . Ome 
Année 1931 : 
INvoy cr) OSH le Meee aed mre 9.210 792 A505 310 
(REY sy GR 99 0 8 1 
Pour mille . 10,7 ‘ih'33 3 
Déceés See ete 7 0 0 0 
POUGEOOCCAS i. noguon ree 7 
Pour 1.000 enfants... 0,76 
Année 1932 (4 mois) 
Nombre 7.8U1 1.842 4.941 473 
(GEC aloe 20 0 3 U 
Pour mille . Phat} 15 
Déceés . | 0) 0 0 
Pour 100 cas . 3 ae 5 
Pour 1.000 enfants .. . 0,14 
inférieur & celui qui est observé dans les écoles maternelles. 


Alors que (d’aprés Zingher), dans les petites classes des grandes 
villes, 60 p. 100 des enfants en moyenne présentent une réac- 
tion de Schick posilive, dans les grandes classes 25 p. 100 
seulement sont réceptifs vis-a-vis de la diphtérie. De fait, si 
l’on compare les cas survenus dans la population scolaire non 
vaccinée des deux catégories d’enfants, on constate que la 
morbidité pour 100 enfants est de 2 3 fois plus élevée chez 


les petits que chez les grands. 
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Mais la vaccination antidiphtérique a modifié profondément 
les faits habituels; les cas sont maintenant plus nombreux A 
Vécole primaire qu’a l’école maternelle. Chez les enfants de 
deux & six ans, pendant l’année 1931, la morbidité chez les 
non vaccinés a été de 30 p. 1.000, alors qu’elle était de 6 p. 1.000 
chez les vaccinés incomplétement, de 2,8 p. 1.000 chez les 
vaccinés & trois, et de 0 chez les vaccinés & quatre injections. 

Chez les vaccinés, la plupart des cas ont été trés bénins; nous 
avons pratiqué dans la moitié des cas enviren le premier 
examen bactériologique demandé par le médecin traitant ou 
par le médecin des écoles; il s’agissait d’enfants présentant une 
angine blanche ou rouge. Prés de la moitié des ensemencemen|s 
ne donnait qu'une cullure moyenne, ou peu abondante, dans 
laquelle on observait, & cété de bacilles diphtériques moyens 
ou longs, des microbes associés : staphylocoques, pneumo- 
bacilles,catarrhalis, bacilles courts pseudo-diphtériques, souvent 
prédominants. On pouvait se demander s'il s’agissait bien de 
diphtérie ou d’angine banale chez un porteur de germes. A 
plusieurs reprises, au recu de notre réponse, Je médecin traitant 
nous avisait que l’angine était guérie et nous demandait s'il 
était utile de faire du sérum; nous avons toujours consceillé de 
pratiquer une ou deux injections de 20 cent. cubes de sérum et 
nous avons compté ces cas dans nolre statistique. 

L’autre moitié des ensemencements donnait une culture plus 
ou moins abondante de bacilles diphtériques moyens ou longs, 
pure ou & peu prés pure. Dans ces cas, il s’agissait, en général, 
d'angine blanche; mais quelques malades étaient également 
guéris cliniquement quand la réponse était donnée. Dans 
d'autres cas, le bacille diphtérique ne poussait qu’apres 
quarante-huil ou soixante heures d’étuve. 

Chez les enfants dont nous n’avons fait l’'examen que 
quelques jours aprés la déclaration du médecin traitant, un 
certain nombre de prélévements n’ont pas permis de déceler le 
bacille diphtérique; nous les avons cependant compris dans 
nolre statistique. 

Dans l'ensemble, on peut dire que la morbidité par diphtérie 
a été 15 fois moindre chez les vacciués que chez les non-vac- 
cinés et que les cas observés ont été en général particuliérement 
bénins. En particulier, chez les enfants vaccinés & 40 ou 
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50 unités anatoxiques, la morbibité a été nulle en 1931; en 
1932, il a élé signalé 2 cas chez ces enfants : chez l'un, le 
médecin des écoles signale « que l'enfant a guéri spontanément 
sans sérum »; chez l’autre, décelé & la suite d'un prélévement 
prophylactique, le médecin de famille a été appelé parce que 
lensemencement avait donné en seize heures une culture trés 
abondante de bacilles longs, et ce médecin n’a praliqué une 
injection de sérum que sur notre demande expresse. Peut-étre 
n’insisterions-nous plus actuellement avec ia méme conviction 
a la suite des faits que nous avons observés récemment i 
VOrphelinat municipal et que nous rapporions plus loin. 
Chez les enfants de sept a treizeans, les résultats de la vacci- 
nation sont moins nels: la morbidité, de 11 p. 4.000 chez les 
non-vaccinés, est de 3 p. 1.000 chez les vaccinés complétement: 
il n'y a paseu de cas chez les enfants ayant recu quatre injections 
et tous ceux qui ont élé observés chez les vaccinés & trois injec- 
lions ont été bénins; pour ces derniers, il s’agit d’enfan!s ayant 
été vaccinés en 1929, avec seulement 25 unités anatoxiques. 


La mortalité a été sévére chez les enfants non vaccinés : 
18 décés pour 100 cas chez les enfants de deux & six ans, malgré 
la surveillance étroite des infirmiéres, le diagnostic précoce 
dans la plupart des cas, l’existence d'un service de nuit et d’un 
service hospitalier spécialisé. 

Par contre, chez les sujets vaccinés complétement, un seul 
décés en trois ans sur une moyenne de 4.000 enfants de deux a 
six ans, soit 1 p. 4.000, alors que pendant le méme laps de 
temps 26 décés survenaient sur une moyenne de 2.000 enfants 
non vaccinés, soit 52 p. 4.000. 

Le décés conslaté est survenu chez un petit garcon de quatre 
ans qui avait regu, un an auparavant, trois injections d’ana- 
toxine dans des conditions réguliéres (25 unités seulement); il 
présenta une forme sévére qui ne céda qu’a 600 cent. cubes de 
sérum. I] mourut deux mois aprés le début de sa maladie, avec 
une forte albuminurie et des accidents cardiaques. 

Chez les enfants vaccinés incomplétement, 3 décés ont été 
constatés en trois ans, sur une moyenne de 700 enfants, soit 
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17 p. 4.000. Hest & signaler que ces 3 enfants ont contracté la 
diphtérie un ou deux jours aprés une injection d'anatoxine. 
Le premier cas concerne la petile fille J. L..., quatre ans, qui 
avait recu une injection de 0 c.c. 5 en mai 1929 et une deuxitme 
de 1 cent. cube en juillet 1929; au début de décembre 1929, sa 
sceur, non vaccinée, contracte une diphtérie assez bénigne; 
la fillette, surveillée bactériologiquement pendant tout le mois 
de décembre (3 examens), n'est jamais trouvée porteur de 
bacilles. Les parents, sur le conseil du médecin, font praliquer 
une troisiéme injection (1 c. c. 5), le 7 janvier 1930. Le 9 jan- 
vier, Penfant se plaint de la gorge, un prélévement est effectué 
alors qu'il n'y a pasencore de fausses membranes. Le lendemain 
matin, culture abondante de bacilles diphtériques longs; le 
médecin prévenu trouve une gorge envahie par les fausses 
membranes en une nuit. Malgré le sérum injecié & hautes 
doses, la fillette meurt en trois jours. 

Les deux autres cas conce:nent deux enfants, l'un de deux 
ans, l'autre de trois ams qui ont contracté la diphtérie vingt- 
quatre a trenle-six heures apres une deuxiéme injection d’ana- 
toxine et gui sont morts, l'un huit jours, l'autre quinze jours 
aprés le début de la maladie. 

Nous avons aussi observé 4 cas de diphtérie survenus de 
trois & sept jours aprés une lroisi¢me injection d’anatoxine ; ces 
cas ont été bénins. Il est permis cependant de se demander sil 
n’existe ‘pas une période d’anergie tres courle, vinglt-quatre 
heures & quarante-huit heures environ, suivant les injections 
d’anatoxine ; les 3 cas relatés ci-dessus permettent de poser la 
question sans d’ailleurs pouvoir la résoudre d’une facon certaine, 
les cas étant trop peu nombreux. 

La mortalité a élé beaucoup plus faible chez les grands 
enfants : en moyenne 5 p.100 chez les non-vaccinés. Ellea été 
nulle chez les enfants vaccinés complitement ou incompléte- 
ment. 

‘ 
a 

En résumé, chez les jeunes enfants, la vaccination antidiphté- 
rique & 50 unités anatoxiques semble immuniser d’une facon 
certaine ; la vaccination & 25 ou 30 unités immunise une tres 
forte proportion d’enfants : les cas sont de huit & dix fois moins 
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nombreux que chez les enfants non vaccinés et les cas de déces 
sont excessivement rares. Les vaccinations incompletes, de 5A 
15 unités, immunisent un certain nombre de sujets: les cas 
sont quatre a cing fois moins nombreux que chez les non 
vaccinés mais la gravilé des cas qui surviennent ne semble que 
peu influencée par la vaccination. Il n’en saurait étre autrement 
@ailleurs. 


Nous voulons également rapporter quelques faits qui, dans 
un cadre plus restreint, démontrent J'efficacilé de la vaccina- 
tion par l’anatoxine : 

1° Groupe scolaire de 8... Ce groupe a été créé récemment 
dans une agglomération de maisons ouvriéres nouvellement 
construiles, du type d’habitation collective pour familles nom- 
breuses; ces maisons sont surpeuplées et les enfants ont des 
contacts fréquents en dehors de |’école. Les vaccinations avaient 
eu peu de succes dans ces écoles, quand un foyer épidémique 
éclata brusquement en mai 1930: 4 cas en trois jours avec 
2 décés. Dans ce petit quartier, la population fut vile alarmée 
et accepta sans difficulté l’injection de sérum préventif et la 
vaccinalion consécutive ; 9/10 des enfants de tous ages furent 
ainsi immunisés. L’épidémie fut arrétée de suite et, depuis 
deux ans, alors que la diphtérie continuait a sévir dans toute la 
ville, nous n’avons pas constaté un seul cas dans ce quarter. 

2° Groupe scolaire de G... Il s’agit également d'un quartier 
excentrique surpeuplé, dans lequel notre propagande n’avait 
eu que peu de succés, des conseils étrangers 4 notre service 
s’élant opposés &@ notre action. Dans ce seul groupe, 32 cas se 
déclarérent en six mois, dont 19 a l’école maternelle malgré les 
mesures habituelles de prophylaxie. A la rentrée scolaire sui- 
vante, Ja population accepta la vaccination proposée pour les 
enfants de tous ages. Depuis dix-huit mois, 2 cas seulement 
furent constatés chez les non-vaccinés. 

3° Ecole maternelle de ... Dans le méme quartier, deux écoles 
maternelles sont situées 4 100 métres une de l'autre; les 
enfants d'un méme immeuble vont les uns dans une de ces 
écoles, les autres & l'écolé voisine. Dans l’une d’elles, école n° 1 


570 ANNALES DE L’°INSTITUT PASTEUR 


(150 enfants), la presque lotalilé des enfants était vaccinée, la 
directrice ayant insisté auprés des parents en faveur de la vac- 
cination ; dans l'autre école n° 2 (80 enfants), 1/3 & peine des 
enfants avait recu de l’anatoxine. Une petite épidémiv éclata 
dans l’école n° 2 en décembre 1930 : 8 cas et 3 déces et 6 por- 
teurs de germes. Dans |’école n° 4, & la méme époque, il n’y 
eut pas un seul cas de diphtérie et, depuis deux ans, 2 cas seu- 
lement ont été observés chez les non-vaccinés. 

Tous ces faits sont, & notre avis, démonstratifs; il nous reste 
maintenant & rapporler ce que nous avons observé a |’Orphe- 
linat municipal et 4 étudier la question des porteurs de germes. 

Nous avons dit plus haut que tous les enfants de |’Orphelinat, 
150 garcons et 82 filles de huit & treize ans, étaient vaccinés 
contre la diphlérie par lanatoxine et avaient lous recu 4 injec- 
tions ou 3 injections de 1 cent. cube, 2 cent. cubes et 2 cent. 
cubes, c’est-a-dire de 40 & 50 unités anatoxiques. 

Tous ces enfants fréquentent le groupe scolaire voisin of ils 
sont mélés aux autres enfants des écoles habitant Je quartier. 

Au début de mars 1932, un cas de diphtérie fut signalé a 
Pécole primaire de filles de ce quartier; des prélévements 
effectués sur les voisines montrérent que deux filletles de 
VOrphelinat étaient porteuses de bacilles diphtériques longs. 
A la suite de cette constatation, des cultures d’exsudats pha- 
ryngés furent faites pour toutes les pupilles : 44 étaient por- 
teuses de bacilles diphtériques. Quinze jours aprés, de nouveaux 
prélevements ayant été faits, il fut constaté que, sur 38 résultats 
négatifs au premier examen, 13 étaient devenus positifs et, 
sur les 44 positifs au premier examen, 23 étaient devenus 
négatifs. On peut admettre que presque toutes les fillettes ont 
élé, 8 un moment donné, porteuses de bacilles diphtériques. 

Nous avons consigné tous les enfants de l’Orphelinat pendant 
trois semaines. Entre temps, dans trois classes de l’école de 
filles, 4cas bénins de diphtérie s’étaient déclarés et, sur 65 pré- 
lévements de gorge pratiqués sur les éléves du quartier, 
14 étaient positifs. Les fillettes de l’orphelinat ont été surveillées 
de trés prés, aucun cas d’angine n’a été signalé, il n’a été fait 
de sérum 4 aucune et, deux mois apres, on n’a constaté aucun 
accident post-diphtérique. 

Des prélévements furent ézalement pratiqués chez les garcons: 
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48 d’entre eux étaient porteurs de bacilles diphtériques. Aucune 
angine ne se déclara. A ’école de garcons un seul cas de diphtérie 
bénigne fut signalé chez un enfant non vacciné du quarlier, 

Aprés trois semaines d’isolement, nous basant sur le décret 
ministériel du 3 février 1932 qui autorise la présence en classe 
des enfants vaccinés, nous avons fait réintégrer l’école & tous les 
enfants de l’Orphelinat et, depuis cette époque (huit semaines), 
aucune diphtérie n’a été signalée dans le quartier. 

Ainsi, dans une école primaire de 250 fillettes, 80 d’entre 
elles internes de l Orphelinat, vaccinées et porteuses de bacilles 
diphtériques en contact avec leurs voisines de classe non vac- 
cinées, n’ont pas créé d’épidémie vraie : 4 cas bénins seulement 
et, & un moment donné, 20 p. 100 de porteuses de germes 
parmi les externcs. 

Alécole maternelle du méme groupe, od il existait une forte 
proportion de vaccinés, il n’y a pas eu de malades. 

Il semble que, dans cette observation, la vaccination par 
lapatoxine diphtérique a 40 ou 50 unités a protégé d’une facon 
absolue les 232 enfants de | Orphelinat dont une forte propor- 
tion était porteurs de germes; si l’on songe que ces enfants 
vivaient en internat, avec des contacts incessants les exposant 
& une conlagion intense, démontrée par le grand nombre de 
contaminés (porteurs de germes), on ne peut que se féliciter 
d’avoir pratiqué cette vaccination. 

En outre, il est permis de se demander si le bacille diphtérique 
des porteurs de germes, vaccinés, ne perd pas de sa virulence et 
ne crée pas chez les voisins de classe non vaccinés un état 
Vimmunité toul au moins relative, et dans certaines condi- 
tions. Il semble, d’aprés plusieurs observations que nous avons 
faites, que, dans une école vaccinée partiellement, un foyer 
d’épidémie créé par un porleur de germes vacciné, ne crée 
qu'un petit nombre de cas de diphlérie bénigne et qu'une 
immunité d’ensemble soit assez rapidement réalisée. Au con- 
traire, sila diphtérie est importée dans une agglomération par 
un enfant non vacciné, des cas graves peuvent étre observés au 
début, l’évolution consécutive de ]’épidémie est subordonnée 
a la proportion de vaccinés existant dans cette agglomération, 
la diphtérie devient d’autant plus rapidement bénigne que la 
proportion de vaccinés est plus forte. Nous avons observé, en 
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effet, & plusieurs reprises que les cas étaient plus graves el se 
succédaient pendant plusieurs mois dans les écoles a faible 
proportion de vaccinés, alors que les cas étaient bénins, peu 
nombreux et s’éteignaient rapidement dans les écoles ot la 
proportion des vaccinés était élevée. Il semble que les enfants 
non vaccinés bénéficient de la vaccination de leurs cama- 
rades. 

Cependant, si les vaccinés ne semblent guére devoir jouer le 
role d’agents contaminaleurs en général, ul y a des exceptions : 
nous venons d’observer une diphtérie sérieuse chez un homme 
de trente-deux ans, M. I..., pére de deux enfants de trois et 
cing ans, tous deux vaccinés 4 40 unités. A l'occasion de la 
diphtérie de leur pére, nous avons fait des cultures d’exsudats 
pharyngés de ces deux enfants; tous deux étaient porteurs de 
bacilles diphtériques longs; ils n’ont pas eu d’angine ni avant 
ni aprés leur pére, qui est encore actuellement a! ’hdpital aprés 
un mois de maladie; il est vraisemblable que cet homme avait 
été contaminé par ses enfants. 

Pour terminer, nous donnons les résultats des recherches 
des porteurs de germes chez les enfants des écoles, vaccinés ou 
non. Sur plus de 7.000 prélevements, effectués entre le 
1° octobre 1929 et le 31 décembre 1931 (antérieurs a l’épidémie 
de l’Orphelinat) sur des voisins de malades, nous avons trouvé 


216 porteurs de germes répartis de la facon suivante : 


ENFANTS DE 
Ae Rael Sage ae 
2a46ans 7 4 13 ans 
Pour 100 enfants mon vaccinés....... - d5A2 AAT 
Pourt00centantsny. access carmen ree 0,65 0,33 


Ces chitfres concernent les enfants externes des écoles ; ils 
n’ont qu’une valeur relative mais paraissent indiquer une 
diminution nette du nombre des porteurs de germes chez les 
vaccinés. Nous avons vu que dans un internat, au contraire, la 
presque totalilé des enfants vaccinés peut élre contaminée par 
le bacille diphtérique, sans symptémes cliniques de diphtérie. 

Nous avons, jusqu’a présent, éliminé des écoles tous les 
enfants reconnus porteurs de germes diphtériques qu ils soient 
ou non vaccinés. Il semble que les enfants immunisés par 
Vanatoxine puissent présenter parfois un danger réel; aussi, 
avons-nous l'intention de les éloigner de I’école quand ils sont 
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porteurs de germes, tant que la proportion des enfants vaccinés 
présents dans les classes n’est pas de 80 p. 100 environ. 


Concbusions. 


1° La vaccination antidiphtérique par !anatoxine de Ramon, 
pratiquée a la dose de 30 unités anatoxiques dans le milieu 
scolaire d’une grande ville, donne des résultats probants, dimi- 
nuant dans de fortes proportions le nombre des cas de diphtérie, 
et surlout leur gravité, mais laisse encore survenir en milicu 
épidémique un certain nombre de diphtéries bénignes en 
général. 

2° Cette méme vaccination, pratiquée & la dose de 40 a 
50 unités, en trois ou quatre injections, immunise d'une facon 
qui, d’aprés nos essais, parait certaine. 

3° Il est possible, par des moyens simples de propagande, 
dobtenir dans les écoles maternelles une proportion de 65 & 
70 p. 100 de vaccinés complétement. 

4° Les diphtéries survenant dans un milieu partiellement 
vacciné semblent dautant moins graves et la durée de |’épi- 
démie parait d’autant plus courte que le nombre de vaccinés 
est plus élevé. 

5° La vaccination antidiphtérique par l’anatoxine de Ramon 
est inoffensive chez les enfants des écoles maternelles. Il est 
a souhaiter que cette vaccination soit rendue obligatoire, en 
vue d’obtenir une proportion de vaccinés de 80 a 90 p. 100 qui 
suffirait, semble-t-il, & rendre presque nulle la morbidité 
diphtérique. 

Il serait intéressant également de laisser une trace visible de 
cette vaccination, point de latouage trés petit, par exemple, les 
certificats de vaccination se perdant fréquemment, et un cer- 
tain nombre de familles confondant facilement vaccination, 
sérothérapie, ou les différentes vaccinations. 

6° La vaccination antidiphtérique pratiquée depuis trois ans 
dans les écoles maternelles de la ville de Saint-Etienne, d’aprés 
les chiffres établis ci-dessus, a évité pendant ces trois années 
plusieurs centaines de cas de diphtérie et plusieurs dizaines de 
décés; ces résultats sont méme au-dessous de la réalité si l’on 
tient compte des contaminations qui auraient été causées par 
les cas évilés. 


LES RESULTATS DE LA VACCINATION 
PAR L’ANATOXINE DIPHTERIQUE EN HONGRIE 


par J. TOMCSIK. 


(Travail du service sérologique ~ 
de Institut d’ Hygiene publique de Hongrie.) 


La vaccination antidiphtérique par l’anatoxine (Ramon) a été 
largement employée au cours des derniéres années. Rien qu’en 
France, prés d’un million et demi d’enfanls ont déja été vac- 
cinés par l’anatoxine. Au Canada, le nombre des enfants vac- 
cinés atteint déja un million; en Hongrie, 250.000. L’anatoxine 
a supplanté le mélange de toxine et d’antitoxine méme aux 
Etats-Unis, du moins pour la vaccination des petits enfants, 
bien que ce dernier vaccin y ait été utilisé depuis longtemps 
déja. Lorsque l’on considére |’extension énorme de l’'immuni- 
sation active contre la diphtérie, on constate avec surprise, 
chez certains médecins, une contradiction : d’une part, ils 
recommandent la généralisation de la vaccination, en se 
basant sur les résultats obtenus ; d’autre part, ils envisagent 
avec un grand scepticisme l'efficacité de la vaccination et la 
possibilité des vaccinations en masse. Rappelons la théorie de 
Friedberger qui a attiré l’attention sur les défauts et l’incerti- 
tude des renseignements statistiques. Dans son _ dernier 
ouvrage il va jusqu’a douter d’un fait prouvé, tel que la 
nature antitoxique de l’immunilé antidiphtérique! 

L’objet de notre présente publicatiun ne consiste pas A 
exposer notre opinion sur cette « théorie critique », ni & ana- 
lyser en détails la solidité ou l’insuffisance des travaux statis- 
tiques sur ce sujet. Cependant, nous avons trouvé utile 
d’ajouter a l’étude de ce probleme encore incomplétement 
élucidé quelques données recueillies au cours des récentes 
campagnes de vaccination en Hongrie. 

Pour apprécier l’efficacité de la vaccination, on peut mettre 
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en cuvre différentes méthodes. Cependant il n’est pas toujours 
possible de choisir librement entre ces différentes méthodes, 
car la possibilité d’obtenir les renseignements épidémiolo- 
giques nécessaires dépend des conditions locales. 

Examinant les résultats des vaccinations contre la diphtérie, 
pratiquées en Hongrie, nous avons étudié l’influence de la 
vaccination en masse sur la courbe de la morbidilté locale et 
sur la répartition des cas de maladie selon l'age. Ces recherches, 
que nous examinerons en détails, indiquent que dans les arron- 
dissements ot l’on a vacciné un grand nombre de sujets appar- 
tenant aux groupes les plus sensibles par leur age a la 
diphtérie, la courbe de morbidité a montré une chute trés 
nette dés que les vaccinations ont été achevées. Par contre, 
cette courbe a suivi sa marche réguliére habituelle, dans les 
localités ot aucune vaccination ne fut pratiquée. De méme, il 
a 6té constaté que le pourcentage de morbidité a été moindre 
dans certains groupes vaccinés qu’on aurait pu le prévoir 
d’aprés les statistiques du pays tout entier. Cependant, méme 
a Vaide de ce procédé, on n’a pu préciser exactement, en 
chiffres, le degré de Vinfluence de la vaccination par |’ana- 
toxine sur la baisse de la morbidité par diphtérie. 

Certes, les résultats des vaccinations peuvent étre appréciés 
avec une grande probabilité en comparant les taux de morbi- 
dité chez les sujets vaccinés et chez les sujets non-vaccinés du 
mé4me age, habitant la méme localité. En théorie, l’emploi de 
ce procédé parait facile, mais en pratique il est tres compliqué: 
lenregistrement séparé des renseignements sur la vaccination, 
des cas de maladie, et des chiffres dans les groupes de témoins 
n’est possible que dans les grandes villes, ot le service d’hygiéne 
est bien organisé. Ces conditions expliquent peut-étre, qu’a 
l'exception de New-York, de Berlin ou de Toronto, peu de 
erandes villes peuvent surmonter cette difficulté. 

Nous ne connaissons pas l’existence de travaux résumant les 
résultats de vaccination en masse & Ja campagne. 

Dans un travail publié il y a deux ans, en collaboration avec 
Johan (1), nous avons déja signalé la diffieulté d’obtenir dans 
les villages les renseignements nécessaires. Nous n’avons pu 


(1) B. Jonan et J. Tomecsix. Klin. Woch., 9, n° 40, 1930, p. 1869. 
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juger les résultats de la vaccination dans le département de 
Szolnok, par exemple, que d’aprés certains renseignements 
sur les chiffres en question. Environ 10.000 enfants furent 
vaccinés par l’anatoxine : le nombre de cas de diphtérie dans 
ce groupe obseryés pendant six 4 huit mois, fut comparé avec 
celui des enfants de un & quinze ans non-vaccinés; on a 
observé chez les vaccinés seulement 10 p. 100 de la morbidité 
constatée parmi les non-vaccinés. L’étude présente porte sur 
les observations effectuées, pendant une année, sur 100.000 en- 
fants. 

Non seulement nous avons préparé le vaccin dans le service 
sérologique de l'Institut hongrois d’Hygiéne, mais nous l’avons 
nous-méme enyoyé aux médecins qui ont pratiqué la vaccina- 
tion. Ce fait nous a considérablement facilité la recherche des 
renseignements. 

Selon notre recommandation, la vaccination fut pratiquée en 
trois injections sous-culanées, la premiétre était de 0 c.c.5 
d’anatoxine, la deuxiéme de 1 c.c. et la troisiéme de 1 ¢.¢. 5, 
comme il fut recommandé par G. Ramon. L’intervalle entre les 
injeclions était souvent de deux semaines (1), bien que nous 
ayons recommandé suivant les auleurs francais (Ramon, Martin, 
Loiseau, Lafaille) un intervalle de trois semaines entre la pre- 
miére et la seconde injection. 

Nous n’avons envoyé chaque fois qu’une quantité d’anatoxine 
suffisante pour une injection; l’envoi de la dose suivante n’a eu 
lieu qu’aprés réception des renseignements que nous deman- 
dions quant au caractére de la réaction vaccinale et quant au 
nombre eta lage des enfants vaccinés. De celte maniére, aussitdt 
aprés la fin des vaccinations dans diverses localilés, nous nous 
sommes trouvé en possession de chiffres formant la base du 
matériel statistique. Les registres des noms des enfanls vac- 
cinés sont restés également entre les mains des médecins com- 
munaux. A la fin de 1931 nous avons pu obtenir du service 
épidémiologique de l'Institut d’Hygiéne de Hongrie des ren- 
seignements détaillés sur les cas de diphtérie ayant eu lieu 
dans les communes ot de nombreuses vaccinations avaient été 


(1) Ceci explique sans doute la légére difference observée entre les pour- 
centages de sujets immunisés (réaction de Schick négative) en Hongrie et en 
France. 
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pratiquées. Nous avons recu de la sorte des renseignements 
concernant 21 villes et plus de 200 communes; pour controler 
et compléter ces renseignements nous les avons envoyés aux 
médecins civils. Ces derniers ont pu indiquer, d’aprés leurs 
registres, les cas de diphtérie survenus en 1931 parmi les vac- 
cinés ainsi que le nombre et les dates d’injections d’anatoxine 
quwils ont regues. Nous avons réussi également a obtenir les 
renseignements sur le cours de la malauie chez les sujets vac- 
cinés. 

Nous ne rapportons pas dans ce mémoire les résultats 
d’environ 20.000 vaccinations effectuées & Budapest; nos col- 
légues Born et Braunhoffner feront prochainement sur ce sujet 
une communication détaillée. Il faut noter qu’& un certain 
point de vue il est plus facile d’émettre des conclusions sur 
les résultats des vaccinations dans les villages, bien que les 
renseignements soient plus difficilement obtenus. Dans les 
grandes villes, en effet, les vaccinations sont faites durant toute 
l'année, de sorte que le nombre des sujels vaccinés et celui du 
groupe l6moin varient toujours. Par contre, & la campagne, 
les médecins communaux entreprennent les vaccinations autant 
que possible simultanément & certaines époques, chez tous les 
enfants réceptifs, et par conséquent le nombre de vaccinés et 
celui de sujets du groupe témoin restent longtemps invariables. 

L’age et le nombre des sujets vaccinés dans le méme groupe 
sont variables suivant les départements et suivant les villes. 
Par conséquent, on ne peut pas étudier l’ensemble de résultats 
de la vaccination dans le pays entier, c'est pourquoi nous rap- 
portons les résultats séparément, par départements et par villes. 


1° Département pe Szonnox. — Ce département est le premier 
ou la vaccination antidiphtérique fut pratiquée de fagon sys- 
tématique chez les éléves des écoles primaires. Au printemps 
1929, 10.000 éléves furent vaccinés au moyen de la triple vac- 
cination dans l’espace de quelques mois. Les vaccinations ont 
continué en automne et au printemps 1930; vers la fin de 1930 
le nombre d’enfants vaccinés a surpassé le chiffre de 20.000. Il 
faut noter que la totalité de la population du département 
atteint 387.225; par conséquent le nombre de sujets vaccinés 
était relativement bas. Aussi l’influence de la vaccination ne 
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pouvait guére étre nette. Pourtant on constate un fléchissement 
caractéristique de la courbe de la morbidité dans ce départe- 
ment. Le nombre de cas de maladie dans le département de 
Szolnok était en 1928 relativement trés Glevé; sous ce rapport 
ce département occupait la quatriéme place. Kn 1930 la mor- 
bidité fut nettement réduite et le département n’occupait a ce 
point de vue que la dix-septiéme place (sur 25). 

Johan et Tomcsik (1) ont exposé en détails l’efficacité de la 
vaccination pratiquée dans ce département au printemps 1929. 
Ils ont constaté que le taux de morbidité par diphtérie chez 
les enfants non-vaccinés était de 3,85 p. 1.000, tandis que chez 
les enfants immunisés par la triple injection d’anatoxine i] était 
de 0,39 p. 1.000 pendant une période de six 4 dix mois. 

Dans la présente étude nous tiendrons compte seulement 
des cas de maladie observés au cours de 1934; pour simplifier 
notre exposé nous ne ferons aucune différence-entre la vaccina- 
tion de 1929 et celle de 1930. Nous possédons des renseigne- 
ments sur 5 villes et 30 communes dece département, le chiffre 
de la population y atteint 286.454. Vers la fin de 1930 le 
nombre d’enfants ayant recu trois injections d’anatoxine était 
de 20.109, c’est-a-dire 7 p. 100 de la population. 

362 cas de diphtérie ont eu lieu au cours de l’année dans les 
5 villes et 30 communes ci-dessus citées, il vy eut donc 126 cas 
pour 100.000 habitants. Le chiffre de morts de diphtérie était 
36, c’est-i-dire 10,3 p. 100 des cas de maladie. 

Par contre, parmi les enfants vaccinés complétement, 14 seu- 
lement ont été atteints de diphtérie, c’est-a-dire 67 p. 100.000 
habitants, bien que ces enfants appartinssent par leur age a la 
catégorie (cing 4 dix ans) sensible a la diphtérie. Cette diffé- 
rence doit étre considérée comme trés importante, puisque 
environ 90 p. 100 des vaccinations ont été effectuées chez les 
enfants de cing & dix ans, c’est-a-dire dans la catégorie qui paie 
le plus large tribut & la diphtérie (prés de la moitié des cas). Le 
taux de morbidité chez les enfants vaccinés et celui chez les 
non-vaccinés ne peuvent étre véritablement comparés que si 
l'on connait le nombre des enfants non-vaccinés du méme Age 


et le nombre de cas de maladie dans ce groupe. Nous avons pu - 


(1) B. Jowan et J. Tomcsix. Klin. Woch., J. 9, 1930, p. 1869, 1871. 
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constater, d’aprés les renseignements envoyés a l'Institut 
d’ Hygiene de l’'Etat, que parmi les enfants de cing & dix ans 
non-vaccinés il y a eu 154 cas de diphtérie dont 10 mortels. 
Par ailleurs, il nous fut assez difficile d’élablir le nombre exact 
denfants non-vaccinés. Pourtant on peut trouver ce nombre 
approximativement en le calculant d’aprés la statistique de la 
population du pays entier : 14 p. 100 de la population appar- 
tiennent au groupe d’enfants 4gés de cing A dix ans; par con- 
séquent, on peul supposer que le nombre total d’enfants dans le 
département dont nous parlons est de 40.100. En déduisant 
le chiffre de vaccinés, nous obtenons approximativement le 
nombre de non-vaccinés, qui atteint 20.000 d’aprés ce calcul. 
Parmi ceux-ci il y eut 154 cas de maladie, c’est-a-dire 
770 p. 100.000. En se basant sur ces considérations, nous 
arrivons & la conclusion, que le nombre d enfants atteints par 
la diphtérie était, dans le groupe d'enfants de cing a dix ans 
non-vaccinés, dix fors plus élevé que, pendant laméme période de 
temps, dans le groupe d’enfants du méme dge, vaccinés trois fois 
par Canatoxine. 

Nous sommes arrivé a cetle conclusion en calculant les 
chiffres du groupe témoin d’aprés la statistique du pays entier. 
Cependant, nous sommes convaincu que ces chiffres corres- 
pondent a la réalité; méme si les chiffres du pays entier 
n’étaient pas proportionnels aux chiffres de ce département & 
cause du mouvement de la population, la petite correction a 
faire modifierait trés peu les résultats. 

Les vaccinations ont été continuées dans le département de 
Szolnok en 1931; 1.699 enfants furent vaccinés; il s’agissait 
pour la plupart d’éléves de l’école primaire. Dans notre rapport 
nous les avons considérés comme non-vaccinés pour éviter une 
erreur en faveur des résultats de la vaccination. 

En analysant les chiffres de morbidilé par diphtérie, on peut 
constater quelques anomalies dans certaines communes, bien 
que la courbe de morbidité présente une régularité trés nette. 
Le taux de morbidité dans les communes était en moyenne de 
126 par 100 000 habitants; dans certaines communes il varie 
quelque peu. Seule, en particulier, était anormale la morbidilé 
trés 6levée dans la commune de Kenderes; elle y était de 564, 
donc & 1/2 fois plus élevée que la morbidité moyenne, bien que 
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731 enfants sur 5.850 habitants (12,5 p. 100 de la population) 
eussent été vaccinés. En 1929, plus de 30 cas de diphtérie se 
déclarérent dans cette commune; en 1930, 9 cas; en 1931, le 
nombre des cas atteignit 33. D’aprés les renseignements du 
médecin communal, un seul cas sur ces 33 appartient au 
eroupe des vaccinés, pour tous les autres il s’agissait d’enfants 
nonimmunisés habitant les fermes voisines. 


2° Département pE Nocrap-Honr. — La mise en ceuvre et la 
réalisation de la vaccination contre la diphtérie furent con- 
duites de méme fagon que dans le département de Szolnok. 
Depuis 1924-1925, le nombre de cas de diphtérie s’éleva chaque 
année; en 192%, ce département occupa, en ce qui concerne la 
morbidité, le dixieme rang avec ses 289 cas de maladie. Ce fait 
a obligé le médecin-inspecteur 4 introduire la vaccination ; elle 
n'était pas limitée aux éléves des écoles, mais s’étendait aussi 
aux enfants de l’age préscolaire de deux & six ans. Vers la fin de 
4930 le nombre d’enfants vaccinés trois fois s’élevait & 14.435: 
vers la fin de 1931 il atteignait 17.719. En calculant le taux de 
vaccinés par rapport & la population totale (206.722 d’aprés le 
recensement de 1920), 7p. 100 de la population totale furent 
vaccinés contre la diphtérie vers la fin de 1931. Etant donné 
que la vaccination fut pratiquée presque uniquement chez les 
enfants de deux a huit ans, on peut admettre que 50 p. 100 des 
enfants les plus réceptifs étaient immunisés contre la 
diphtérie. 

On pouvait donc prévoir que la vaccination de 50 p. 100 des 
enfants les plus sensibles 4 l’infection, au moment ov I’épi- 
démie est sur le point d’atteindre son maximum, se traduirait 
par un changement notable du taux de morbidité de la popu- 
lation; cependant, nous nous rendons compte que le trajet 
régulier de la courbe épidémique est relativement peu influencé 
quand il s‘agit de la statistique d’une grande région. En réalité 
le phénoméne prévu a eu lieu. En effet, le chiffre de morbidité 
dans ce département étail, en 1931, moins élevé que dans tous 
les autres départements, alors que pendant des années, avant 
la vaccination, ce département occupa, d’aprés son chiffre de 
morbidité par diphtérie, la dixiéme place dans le pays. 

Ces considérations prouvent déja le succés des vaccinations 
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réalisées dans ce département; ce succes devient encore plus 
manifeste si l’on considére séparément les cas de maladie dans 
deux villes ou dans les divers arrondissements de ce départe- 
ment. Les chiffres comparatifs sont exposés dans le tableau 
suivant. On observe nettement le rapport entre le nombre de 
vaccinations et le chiffre de morbidité malgré les oscillations 
locales de cetle derniére. 


TABLEAU T. 
SS 
VACCINES 3 FOIS 
CHIFFRE 
VILLE OU ARRONDISSEMENT 
Pourcentage | de morbidité 
En 1930]En 1931 de la 
population 
| 
Wollesde Balassae.vayua acti one 334 2,938 4130 
Villesde Saleotanjany 2p. =. : 300 
Arrondissement de Salgotarjan. .| 1.544 961 4,3 48 107 
Arrondissement de Szecheny. . . 969 757 Set 48 \ 
Arrondissement de Szirak .... 654 42 1,8 110 
, | 
Arrondissement de Balassagy . .| 2.483 538 10,3 92 
Arrondissement de Nograd. . . .| 4.454 297 16,9 27 86 
Arrondissement de Szob.... 1.766 263 10 34 
Arrondissement de Vamosmikola.| 2.234 66 20 941 \ 
14.435 | 3.284 | 


On voit d’aprés ce tableau que le chiffre de morbidité attei- 
gnit le maximum dans la ville de Salgotarjan ot: les vaccina- 
tions n’ont pas eu lieu. 

Par contre le chiffre de morbidité était le plus faible dans 
Varrondissement de Nograd, ot 17 p. 100 de la population, 
c’est-a-dire presque tout le groupe de la population enfantine 
de deux a huit ans, furent vaccinés. On observe des exceptions 
locales ; par exemple, dans l’arrondissement de Vamosmikola, 
20 p. 100 de la population furent vaccinés et cependant le 
chiffre de morbidité était de 91. Dans les districts ot la vacci- 
nation a eu lieu sur une grande échelle, le chiffre moyen de 
morbidité était de 56, tandis que dans les districts non-vaccinés 
il était de 107. 

Le succés des vaccinations dans ce département est encore 
plus net si on compare le taux de morbidité chez les enfants 
vaccinés (3 injections) avec celui des enfants de méme age 
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non-vaccinés ou n’ayant recu qu’une injection. Vers la fin de 
1930, 14.435 enfants furent vaccinés dans cet arrondissement 
au moyen de la triple injection. En 1931, 4 enfants de ce 
groupe ont présenté une diphtérie atténuée (27,7 par 100.000). 
D’aprés la statistique générale du pays, le nombre d’enfants de 
un aneuf ans dans ce département est de 39.690. Aprés déduc- 
tion du nombre des enfants ayant recu 3 injections d’anatoxine, 
le nombre d’enfants non-vaccinés ou vaccinés partiellement 
approche 25.225. Au cours de 1934 on a observé parmi ceux-ci 
125 cas de diphtérie (534 sur 100.000). 

Ainsi les résultats des vaccinations dans les départements de 
Nograd-Hont sont encore plus favorables que ceux de Szolnok : 
puisque, parmi les enfants non-vaccinés, les cas de maladie 
étaient vingt fois plus nombreux que parmi les enfants immu- 
nisés au moyen de la triple injection d’anatoxine. 


3° Département DB Komarom-Esztercom. — Dans ce départe- 
ment on a commencé les vaccinations antidiphtériques en 
octobre 1930 seulement. Cependant, au bout de deux mois, 
34.306 enfants étaient déja vaccinés par l’anatoxine. Ce nombre 
comprend a peu prés 90 p. 100 d’enfants de deux a dix ans. La 
préparation et Porganisation de cette vaste campagne de vacci- 
nation ont élé mises en ceuvre par le médecin-inspecteur du 
département, le D' L. Sajo. Ses efforts furent largement secondés 
par les fonctionnaires; ils aboulirent grace a lesprit d’initiative 
des médecins praticiens. La pratique des vaccinations repré- 
sentait en effet pour les médecins un probléme jusqu’a un certain 
point difficile; cependant cette entreprise ful couronnée de 
succes. 

Le résultat des vaccinations est déja évident si l’on s’en 
rapporte aux chiffres de la morbidité par diphtérie dans cet 
arrondissement en 1931; le taux des cas de diphtérie a baissé 
de 49 p. 100, comparativement & celui de l'année précédente. 

Dans les autres départements, le taux de cas de maladie était 
plus élevé. 

En 1931, 204 cas de diphtérie furent conslatés dans le dépar- 
tement d’Esztergom-Komarom possédant 166.728 habitants. On 
nota quelques cas parmi les sujets vaccinés. Vers la fin de 1931, 
30.102 enfants furent vaccinés dans cet arrondissement au 
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moyen de la triple injection d’anatoxine; 47 enfants de ce 
groupe tombérent malades au cours de 1931; moins de 10 p.100 
d’enfants de deux & dix ans étaient ou non-vaccinés ou incom- 
plétement vaccinés par une ou deux injections; sur ce nombre, 
67 sont tombés malades en 1934. 

Ces chiffres montrent que les cas de diphtérie étaient, dans 
ce département, au moins dix fois plus nombreux parmi les 
supets non-vaccinés que parmi ceux qui recurent trois injections 
d'anatoxine. 

La statistique, en ce qui concerne la morbidité, démontre 
la nécessité de la triple injection. Sur 4.204 enfants qui n’ont 
regu qu'une ou deux injections jusqu’a la fin de 1930, 21 sont 
tombés malades au cours de 1931, c’est-a-dire 500 par 
100.000. Parmi les enfants immunisés au moyen de la triple 
injection d’anatoxine le coefficient de morbidilé était seulement 
de 153. 


* 
x 


En dehors des trois départements dont nous avons parlé 
ci-dessus, immunisation en masse contre la diphtérie fut aussi 
pratiquée dans le déparlement de Pest. Le nombre d’enfants 
vaccinés était icide 25.000. Ce nombreest sensiblement moindre 
par rapport a la population de Pest (plus de 1.000.000) que le 
nombre des vaccinés dans un département moins peuplé, a 
Nograd par exemple. Les résultats dans les autres départe- 
ments ot les vaccinations furent moins nombreuses encore 
correspondent & ceux que nous avons rapportés ci- dessus; nous 
ne pouvons les exposer en détails. 

Nous citerons seulement comme exemple des résultats de la 
vaccination dans les villes ceux observés & H.-Vasarhely, ou le 
nombre d’enfants vaccinés était plus élevé qu’ailleurs. Environ 
5.558 élaves, c’est-a-dire plus de 90 p. 100 des enlants agés de 
six 4 quatorze ans,furent immunisés dans cette ville qui pos- 
sede prés de 60.000 habitants. En outre, 700 enfants moins 
agés y furent vaccinés avant la fin de 1930. L’année précédente le 
nombre de cas de diphtérie & H.-Vasarhely était de 97. En 1931, 
aprés la fin de la vaccination, ce nombre a baissé jusqu’a 45. 
Sur 5.550 enfants de six & quatorze ans, 6 seulement ont pré- 
senté des signes de diphtérie au cours de 1931. Le cours de la 
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maladie était remarquablement atténué et sans suite facheuse, 
alors que sur 39 cas d’enfants non-vaccinés 5 eurent une issue 
mortelle. L’efficacité de la vaccination est aussi bien prouvée 
par le faitsuivant : sur 300 enfants de six & quatorze ans non- 
vaccinés, 7 sont tombés malades de la diphtérie, c’est-a-dire 
un nombre plus grand que sur les 5.850 enfants du méme age 
immunisés avec l’anatoxine. 


Lobjet principal des recherches sur Vefficacité des vaccina- 
tions par Tanatoxine était d établir le degré de la diminution 
du nombre de cas de maladie chez les enfants vaccinés. Pendant 
une année nous avons poursuivt le sort de 100.000 enfants 
vaccinés de nombreuses villes et communes. En résumant nos 
observations, nous pouvons constater que le nombre de cas 
de maladie chez les vaccinés représente 1/10 seulement du 
nombre qu on aurait pu prévoir d'aprés lobservation du groupe 
témoin. Par conséquent, (influence de la vaccination se traduit 
par une réduction de 90 p. 100 du taux de la morbidité. Nous 
sommes convaincu gue ces résultats suffisent a prouver [ effica- 
cité et la nécessité dex vaccinations. 


On peut se demander quelle forme revét la maladie chez les 
enfants atteints malgré la vaccination. 

Nous avons pu obtenir des renseignements sur 102 cas de 
maladie chez des sujets ayant recu trois doses d’anatoxine. 
Ce chiffre comprend presque tous les cas de maladie ayant eu 
lieu parmi 100.000 vaccinés pendant une période de un an. Les 
cas de maladie sont apparus dans les intervalles suivants 
aprés la trotsiéme injection : 


POURCENTAGE 
de cas de maladie 
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La répartition des sujets malades d’aprés lage était la sui- 
vante : 


POURCENTAGE 
CRA S2 Paiste Ata outy phe tick ENGI th! See tent lege eT 6 
GEC ENE Cah hed tek Eo Ot Me eee aes Coed SG AMAT oer 23 
EE SOUBE OMAR Sirs ee giles soe ee NC Syl ie, a io, a ae nC Ba 2) 
Reeliges SEONG A Sy ate ot iene ore tea Shee OAS ge st coer on ea ee en 3 
OR ae OLD Speer ds ce ey me hiepe. ete eA el ee 8 
IPAM Oa NST Po eee ey ted oy OU VPS at Seta pea Vener 


Nous avons noté l’age des malades afin de pouvoir tirer des 
conclusions sur le degré de la maladie. Les nombres exprimés 
en pourcentage ne donnent bien entendu aucune explication 
quant aux faits observés parmi les enfants du méme groupe. De 
plus, le nombre précis de vaccinés appartenant au méme groupe 
d’age est loin d’étre connu dans toutes les localités ot ont été 
observés des cas de maladie. Dans 86 p. 100 des cas, la maladie 
atteignit des enfants au-dessous de huit ans. Dans ce groupe le 
cours de la diphtérie chez les vaccinés est généralement plus 
grave que chez les enfants plus agés et il faut prévoir de 
nombreux cas graves avec environ 10 p. 100 de mortalité. Par 
contre, chez 102 enfants vaccinés trois fois, la diphtérie se pré- 
sentait de la maniére suivante : 


POURCENTAGE 
Gasvattenue sweet acer. ts 1). a tee ey eee ere 50 
CAS mMMOYENS! aaamshe es nee cs 16,5 
Cas devcroups) 2 3). = BoE See eee Gyan ce elen Bt 4 
Cascdintectionsmixteneaes 6 -lice eee rarer Dae 
GasTlOxiquesr meme i sets Poe sane cs 279 
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Les médecins traitants ont désigné par le terme « atténués » 
les cas ou l'état général n’était pas sensiblement influencé, ot 
la température n’était que modérément élevée et ot aucun 
symptome ne s’était déclaré aprés dix jours. Nous rangeons 
également dans ce groupe les cas de maladie au cours atypique, 
euéris en quelques jours méme sans traitement sérothéra- 
pique. Les résultats de l’examen bactériologique n’étaient pas 
toujours positifs. Cependant nous n’avons pas voulu exclure le 
diagnostic de diphtérie, lorsque le médecin traitant observail 
la formation de fausses membranes typiques. D’aprés les 
publications de divers auteurs, chez les sujets vaccinés trois 
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fois le cours de la maladie est nettement atténué. Nous pou- 
vons confirmer cette opinion, puisque 75 p. 100 de cas observés 
par nous présentérent un cours atténué. Cependant, nous ne 
pouvons pas confirmer les observations antérieures sur 
V'absence de cas mortels de diphtérie parmi les sujets vaccinés 
trois fois par l’anatoxine : on a en effet observé en Hongrie 
3 cas d’infection mortelle plus d’un mois aprés la vaccinalion, 
c’est-a-dire au moment ou I’effet de la vaccination aurait dt 
étre bien développé. Pourtant, 2 des cas de mort ne peuvent 
étre absolument rapportés & la diphtérie, puisque, selon 
Vexamen clinique, la mort était provoquée par une infection 
mixte. Dans ces deux cas (W. M..., six ans, Felsogalla et 
T. F..., sept ans, Katymar) malgré lexistence de pseudo- 
membranes typiques sur les amygdales, les résultats de 
Vexamen bactériologique étaient négatifs. Pourtant, le troi- 
siéme cas ne semble pas douteux. Nous rapportons ici ce cas 
d’aprés les renseignements mis trés aimablement a notre dispo- 
sition par le D’ J. Rogriin : 


T. M..., agé de six ans, vacciné trois fois par l’anatoxine diphtérique en 
octobre-novembre 1930 (valeur anligéne de la préparation était de 10 a 
42 unilés par cenlimétre cube). Tombé malade le 25 novembre 1931. Le 
28 novembre, transporté 4 l’hdpital 4 {Dorog. L’amygdale droite est couverte 
d'une large membrane grise, les ganglions cervicaux sont gonflés; tempéra- 
ture 37°8. Injeclion de 20.000 unités antitoxiques. Le 30 novembre, son état 
est aggravé, les symptoOmes locaux restent sans changement. Une autre 
injection de 10.000 unités d’antitoxine. L’urine contient de l’albumine en 
abondance; frottis du pharynx — diphtérie — positifs. Aucune amélioration 
pendant les jours suivants. Le 4 et le 5 décembre : injeclion de dextrose. Le 
6 décembre : pouls difficilenent palpable, respiration nasale, vomissement, 
spasmes; camphre, caféine, strychnine, dextrose. Mort 48 heures du soir. 


Ce cas altire notve attention sur le fait qu’aprés la vaccina- 
tion on doit prévoir un certain pourcentage de vaccinés qui ne 
sont pas immunisés ou le sont insuffisamment. I] est bien 
connu que méme une triple injection d’anatoxine ne provoque 
pas toujours, chez certains sujets, l’apparition d’antitoxine en 
quantité suffisante. Nous sommes convaincu que l’immunité 
de l’organisme vis-a-vis de la diphtérie est assurée par un cer- 
tain taux d’antitoxine et par la faculté de produire l’antitoxine; 
nous comprenons done que, chez certaines personnes, méme 
trois injections d’analoxine ne parviennent pas & provoquer 
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une immunilé suffisante. D’aprés nos propres constatations (1), 
par exemple, 90 & 92 p. 100 des sujets vaccinés présentent 
aprés vaccination une réaction de Schick négative; 8 & 10 p. 100 
des vaccinés restent donc réceptifs a la maladie. 


Influence de immunisation active 
au moyen de l’anatoxine 
sur la courbe de morbidité par diphtérie 
et sur la répartition selon l’age des cas de cette maladie. 


Les oscillations des épidémies de la diphtérie, telles qu’on ies 
observe d’aprés les courbes de morbidité, different, malgré leur 
régularité apparente, sur plusieurs points. Bien que les oscil- 
lations saisonniéres soient les mémes pour divers pays, ily ades 
différences dans la périodicité de Ja morbidité par diphtérie, 
ainsi que dans les courbes dressées pour la durée d’un siécle. 
Par exemple dans certains pays, les périodes d’ondes épidé- 
miques sont séparées par des intervalles de quatre a six ans; 
ces derniers peuvent cependant varier dans la courbe d'un 
siecle : de plus, dans d’autres pays, les ondes de la morbidité 
n’atteignent leur point culminant qu’a des intervalles de douze 
a quatorze ans. 

En Hongrie, les observations épidémiques sur ce sujet 
datent de 1884; jusqu’aujourd’hui nous avons pu observer 
4 ondes croissantes, & des intervalles de douze 4 quatorze ans. 
Le premier maximum (1891) était considérablement plus élevé 
que dans les ondes suivantes : le maximum de la derniére onde 
(1930) était un peu plus élevé que celui de l’avant-derniére 
(1916). Par conséquent, les observations des oscillations 
épidémiques de la diphtérie en Hongrie, faites jusqu’a présent, 
ne permettent qu'une approximation trés limitée dans les 
pronostics épidémiologiques que l'on peut tirer des conclusions 
relatives au trajet de la courbe et au moment probable de son 
point culminant et de son niveau le plus bas. Mais puisque la 
loi des oscillations durant un siécle n’est pas encore connue, 
on ne peul prévoir méme approximativement ni la valeur 


(1) J. Tomcsik, Rapport au Comité d’Hygiéne de la S. D. N. C. H., 987, 1934 
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absolue d’un point de la courbe, ni la hauteur précise de ces 
points maximum et minimum. 

Existe-t-il une possibilité quelconque d’apprécier le succés 
d’une immunisation antidiphtérique, en observant et en 
comparant les intervalles correspondants des ondes épidémiques 
avant et aprés la vaccination? 

Les observations faites jusqu’a présent ne permettent pas 
toujours des conclusions convaincantes. Par exemple, aux 
Etats-Unis, ot les premiéres vaccinations antidrphtériques sur 
une vaste échelle ont eu lieu, le nombre de cas de diphtérie a 
considérablement baissé aprés Vintroduction de vaccinations 
en masse. Cependant, le nombre de cas de maladie a baissé 
également dans les nombreuses villes ot l’on n’appliquait la 
vaccination que sur une petite échelle ou pas du tout. II était 
difficile de conclure dans ce cas, puisque le moment des vacci- 
nations en masse coincidait avec le maximum de la courbe 
diphtérique. Un travail de Godfrey (1), publié récemment, 
montre, d’une maniére claire, que la courbe de morbidité baisse 
brusquement dans ies villes américaines ot l’on a vacciné au 
moins 30 p. 100 d’enfants de un a cing ans, age ou ils sont plus 
sensibles & la diphtérie. Par contre, on n’a observé cette baisse 
qu’exceptionnellement dans les localités ot aucune vaccination 
navait été appliquée, ou bien dans les localités ot seuls les 
éléves des écoles primaires furent vaccinés. 

La courbe de morbidité par diphtérie a atleint son maximum 
en Hongrie en 1930-1931 : cependant les premiéres vaccina- 
tions avaient eu lieu dés la fin de 1928. Nous avons donc pu 
tirer nos conclusions sur les résultats de la vaccination anti- 
diphtérique au moment oti la courbe de morbidité atteignit son 
maximum, ce qui n’avait pu étre réalisé dans les autres pays. 
Nous espérons, par conséquent, que nos observations, bien que 
publiées peu de temps aprés la vaccination, présentent un cer- 
tain intérét. 

Avant de rechercher les rapports entre la vaccination et la 
morbidité par diphtérie, nous avons considéré comme néces- 
saire d’examiner la courbe de la morbidité diphtérique dans 
divers départements et villes. Nous avons pu y constater la 


(1) American J. of Publie Heatth, 22 237 1932. 
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méme régularité que dans la courbe de morbidilé pour !’en- 
semble du pays. En utilisant les renseignements indiqués, nous 
avons classé les cas de diphtérie depuis 1921 d’aprés les dépar- 
tements et les villes, puis calculé pour chaque région le coeffi- 
cient pour 100.000 habitants. Dans la figure annexée a ce 
mémoire, le schéma des épidémies dans l'ensemble du pays est 
représenté sous forme d'une courbe. Les chiffres correspondants 
relatifs aux départements et aux villes n’y sont pas cités afin 
d’abréger l’exposé. Cependant, ces chiffres ont permis de con- 
stater un parallélisme trés net entre la courbe de morbidité dans 
différentes régions et.celle dans le pays tout entier. Un seul 
département au nord du pays faisait exception : le nombre de 
cas de maladie y était trés bas et il atteignit son maximum trois 
ans avant que la courbe du pays entier efit atteint le sien. La 
régularité frappante de la marche des épidémies dans les 
24 départements et les 11 villes permet, & notre avis, dattri- 
buer aux vaccinations pratiquées les variations ultérieures de 
la courbe de morbidité observées dans les départements vac- 
cinés. 

Dans un groupe de villes et de départements, le maximum 
de cas de maladie fut atteint en 1930, dans un autre en 1931. 
La courbe de morbidité atteignit son maximum plus rapidement 
dans une ville et deux départements ot les vaccinations avaient 
été appliquées largement. Nous donnerons ici un bref résumé 
indiquant les dates et la fréquence des vaccinations par |’ana- 
toxine par les départements et les villes ci-dessus mentionnés : 
ce résumé nous permettra d’apprécier l’effet des vaccinations 
prophylactiques sur la courbe de morbidilé. 

Dans le département de Szolnok, au début de 1929, 
19.000 enfants furent immunisés par l’anatoxine, les vaccina- 
tions ont continué durant toute l'année. Au début de 1930, 
20.000 enfants de un & dix ans, dont 50 p. 100 de méme age, 
ont recu trois injections d’anatoxine. Il faut ajouter & ce nombre 
3.000 a 4.000 enfants ayant recu seulement une ou deux injec- 
tions d’anatoxine. Le nombre des enfants de un a cing ans 
vaccinés dans ce département fut relativement bas. En 1930, 
aprés la vaccination, une baisse du nombre de cas de diphtérie 
fut observée. Bien que peu marquée, cette baisse doit étre 
retenue, puisque dans toutes les autres localités ott la vacci- 
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nation en masse n’a pas eu lieu, le nombre de cas s’accrut. 
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Dans le département de Nograd-Hont, la campagne de vacci- 
nalion générale ne commenca qu’au printemps 1930 : cepen- 
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dant, elle obtint un tel succés que, dans plusieurs localités, 
tous les enfants de deux 4 huit ans furent vaccinés par l’ana- 
toxine diphtérique au cours d’une période de temps trés breve. 
Vers la fin de Pannée, 40 p. 100 des enfants de un & neuf ans 
furent vaccinés. L’effet de cette large application de la vac- 
cination se fit remarquer dans le cours de la méme année : le 
nombre de cas de diphtérie baissa par rapport au coefficient de 
1929. On continua les vaccinations en 1931, et la baisse de 
morbidilé fut encore plus marquée. 

A la méme époque, la vaccination antidiphtérique par l’ana- 
toxine fut mise en ceuvre sur une assez grande échelle dans la 
ville de H.-Vasarhely. Au printemps de 1930, 2.260 enfants y 
furent vaccinés; en automne, 3.517 enfants, la plupart de six a 
dix ans (plus de 90 p. 100 des enfants de ce groupe d’dge). 
L’influence de la vaccination sur Ja courbe annuelle de morbi- 
dité est également trés marquée : au début de l’année, le 
nombre de cas de maladie était encore plus élevé qu’en 1929; il 
a baissé en été au niveau de l’année précédente et augmenta 
de nouveau au début de l’automne; cependant, apres les vac- 
cinations effectuées au début de l’automne, le maximum habi- 
tuel d’automne ne fut pas atteint, la courbe de morbidité baissa 
et oscilla autour des chiffres d’été. Cette chute eut également 
son influence sur le nombre total de cas de maladies en 1930; 
celui-ci fut moins élevé que le faisait prévoir la morbidité des 
années précédenles. 

La figure représente la courbe de morbidité dans les dépar- 
tements de Szolnok et de Nograd-Hont et dans la ville de 
H.-Vasarhely, elle illustre le parallélisme qui existait Jusqu’au 
moment de vaccination en masse, entre la courbe de morbi- 
dité dans le pays entier et les courbes de ces régions : ensuite, 
au lieu de |’élévation observée sur la courbe générale du pays, 
on constate une descente trés marquée de ces courbes des dépar- 
tements et la ville de H.-Vasarhely. 

La vaccination par l’anatoxine ne ful entreprise sur une 
échelle aussi grande dans aucun département non plus que 
dans aucune ville. Il est donc impossible d’expliquer par une 
simple coincidence le fait que le nombre de cas de diphtérie a 
baissé seulement dans les localités ot fut vacciné un pourcen- 
tage relativement élevé. 
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Ce qu’il faut remacquer surtout, c’est la régularilé de la 
courbe de morbidité dans diverses localités du pays. Les obser- 
vations durant les dix années qui vont venir confirmeront, sans 
doute, d’une maniére plus convaincante encore, nos conclusions, 
si toutefois les vaccinations annuelles sont continuées & la méme 
échelle. Déja, les observations faites & lheure actuelle montrent 
que les vaccinations contre la diphtérie, faites sur une échelle 
suffisante, peuvent modifier la courbe de morbidilé par diphtérie, 
en. l’abaissant. ; 

Les vaccinations furent continuées en Hongrie, sur une 
échelle plus vaste encore, au moment ot la morbidité était a 
son point culminant dans le pays (seconde moitié de 1930 et 
premiére partie de 1931). Avant la fin de 1931, 200.000 enfants 
ont été immunisés en Hongrie contre la diphtérie. La cam- 
pagne de vaccination a réussi surtout dans les départements de 
Komarom et de Esztergom, ot 90 p. 100 de tous les enfants de 
deux & huit ans furent immunisés contre la diphtérie. Ces. 
vaccinations furent terminées en décembre 1930; par consé- 
quent, on pouvaits’attendre dans ces départements 4 une modi- 
fication sensible de la courbe de morbidité par diphtérie. 

C'est ce qui eut lieu en effet : le nombre de cas de diphlérie 
dans les départements de Komarom et d’Esztergom a baissé 
(de 1930 & 1931) de 49 p.100; dans les autres départements ot 
le maximum avait été atteint en 1930, cette baisse variait entre 
1 a 20 p. 100; dans deux départements elle élait de 30 p. 100. 

L’ ensemble de ces observations nous permet la conclusion 
suivante : Hn Hongrie dans les départements ov la vaccination par 
lanatoxine a été appliquée sur une grande échelle, la courbe de 
morbidité par diphtérie, considérée par rapport au moment de 
immunisation, a commence a baisser plus rapidement et dune 
maniére plus brusque que dans les départements ov la vaccina- 
tionn’a pas élé pratiquéc. 

A notre connaissance, le changement qui s’opére grace & Ja 
vaccination dans la répartition de la maladie selon l’Age 
navait pas encore été examiné en tant que preuve de I'effica- 
cité des vaccinations antidiphtériques. Cependant, l'étude de ce 
probléme est possible puisque la vaccination est souvent limitée 
aux groupes d’enfants d’un certain age. Dans certaines loca- 
lités, seuls les éléves des classes inférieures des écoles primaires. 
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se trouvent vaccinés; dans les localités ot la vaccination a été 
entreprise sur une vaste échelle, les enfants de deux & huit ans 
oat été en trés grande majorité vaccinés. En conséquence, on 
doit s’attendre a ce que, dans les départements vaccinés, les cas 
de diphtérie fussent moins fréquents parmi les enfants du 
méme age vaccinés et cela indépendamment du « génie épidé- 
mique ». En particulier, on peut s’attendre & cette alternative 
dans les départements ou sont vaccinés au moins 50 p. 100 des 
enfants ayant le méme age. Nous avons examiné a ce point de 
vue les statistiques des départements ot les vaccinations ont 
été appliquées sur une échelle suffisante chez les enfants de 
trois & huit ans. On sait que, d’ordinaire, les cas de diphtérie 
sont plus nombreux dans ce groupe que dans |’ensemble de tous 
les autres groupes réunissant les enfants plus ou moins agés. 
Les chiffres obtenus sont résumés dans le tableau suivant : 


Tasueau LI. 


REPARTITION 


BOURBON GE de cas de diphtérie 


de sujets p- 100 
DEPARTEMENT vaccinés 
par rapport 0 a2 ans 
A la population 3a 8 ans et au-dessus 
de 9 ans 
Lr gree rm | 
RESte Rao a Wi kevacr aes eee A 60 40 
Noeorad=Honballies t's) ened se Boal 62 38 
Noorad-Hont. Il aes os. - 1336 43 57 
Komarom-Esztergom ..... 20,6 49 51 


Il est évident, d’aprés ce tableau, qu’a peu prés 60 p. 100 
des cas de diphtérie, chez les enfants agés de trois 4 huit ans, 
appartiennent aux départements ot au moins 2 43 p. 100 de 
la population ont été immunisés. Par contre, moins de 50 p. 100 
des cas de diphtérie étaient observés parmi les enfants dans 
les départements de Nograd-Hont et de Komarom-Esztergom 
ot les enfants de cet age furent vaccinés dans une grande pro- 
portion. Bien que les différences ne soient pas considérables, 
ces chiffres indiquent que la sensibilité vis-a-vis de la diphtérie 
se trouve abaissée dans le groupe des enfants vaccinés du méme 
ige. Cette méthode de renseignements peut étre recommandée 
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comme pratique pour toutes vaccinations mises en ceuvre ail- 
leurs, puisque l'information sur la répartition selon l’age peut 
étre facilement obtenue. 


Résumé. 


Actuellement, en Hongrie, 250.000 enfants ont été vaccinés 
par Vanatoxine de Ramon. D'aprés la morbiditétotale en 1931, 
nous avons pu constater le succés de l'immunisation dans plu- 
sieurs départements ot plus de 50 p. 100 d’enfants furent 
vaccinés. Nous avons observé 100.000 enfants vaccinés correc- 
tement, depuis 1930 jusqu’a la fin de 1931, et nous avons con- 
staté que la morbidité par diphtérie a montré dans ce groupe 
une diminution de 90 p. 100 par rapport & la morbidité chez 
les enfants de méme age et de la méme localité non-vaccinés. 
Les cas de maladie survenus chez les sujets vaccinés présen- 
terent pour un haut pourcentage d’entre eux un cours atténué ; 
cependant, on a observé quelques cas graves, avec 3 cas mortels 
pirmi les enfants ayant recu trois injections. La rareté de ces 
cas sévéres, parmi les enfants vaccinés, Justifie la conclusion 
que la baisse de la mortalité par diphtérie chez les enfants 
immunisés dépasse considérablement 90 p. 100. 

Les observations concernant la vaccination antidiphtérique 
en Hongrie que nous venons de relater montrent que certains 
renseignements épidémiologiques, facilement obtenus et stirs, 
peuvent étre misa profil pour apprécier le succésd’une méthode 
de vaccination telle que celle & lanatoxine. 


CONTRIBUTION A L’ETUDE EXPERIMENTALE 
DU BACILLE BILIE DE CALMETTE ET GUERIN (BCG) 


par L. NEGRE 
(en collaboration avec J. VALTIS). 


Unstitut Pasteur. Laboratoire de recherches sur la tuberculose), 


Nous exposons dans ce travail les résullats de nouvelles 
recherches que nous avons poursuivies sur la fixité des carac- 
teres d’atténuation du BCG, sur l’action zn vivo des matiéres 
grasses sur le BCG, sur les éléments filtrables de ce germe, sur 
lYinfluence de l’absorption intestinale du BCG chez les animaux 
préalablement infectés avec un bacille virulent, et sur !immu- 
nisation locale. 


Fixité des caractéres d’atténuation du BCG. 


Nous avons déja conslalé avec Boquet [4] yue deux souches 
de BCG ayant subi, l’une 300 passages, l'autre 377 passages 
sur milieu bilié, se comportent de maniére identique au point 
de vue de leur pouvoir antigéne in vitro et in vivo et de leur 
activilé chez ]’animal. Nous en avons conclu que, depuis les expé- 
riences initiales de Calmette et de ses collaborateurs, les carac- 
teres du BCG ne se sont modifiés ni dans le sens d’une récupé- 
ralion partielle de virulence, ni dans le sens d’une atténuation 
plus marquée. 

M. Calmette ayant regu d’un laboratoire étranger (1) une 
souche de BCG qui, d’aprés son détenteur, ne se serait plus 
comportée comme la souche de BCG originelle, nous avons 
fait une 6tude comparative de cette souche et de la souche BCG 
ayant subi 418 passages sur bile. 


(1) Laboratoire du BCG de l'Institut d’'Hygiéne publique de l'Etat Tchéco- 
slovaque a Prague. 
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4° INOCULATION INTRAPERLTONEALE. 


Expérience. — Le 27 novembre 1931, J cobaye recoil dans le péritoine 
1 milligramme de BCG (souche Vanicek). 

Sacrifié le 29 janvier, il présente 3 petits nodules épiploiques non caséeux, 
dans lesquels on ne trouve pas de bacilles acido-résistants. 

A la méme date, 1 cobaye recoit dans le péritoine 10 milligrammes de la 
souche BCG Vanicek. 

Sacrifié le 19 février 1932, il présente 3 petils ganglions mésentériques 
légerement hypertrophiés dans lesquels on ne trouve pas de bacilles. 


Expirience. — Le 24 décembre 1931, 3 cobayes recoivent dans le péritoine 
4 milligramme de BCG (souche Vanicek). 

Sacrifiés le 5 février 1932, ils présentent un cordon épiploique légérement 
épaissi et 2 ou 3 peltils ganglions mésentériques légérement hypertrophiés 
dans lesquels on ne trouve pas de bacilles. 

A la méme date, 3 cobayes recoivent dans le péritoine 10 milligrammes de 
BCG (souche Vanicek). 

Un cobaye est sacrifié le 2 février 1932. Il présente 2 nodules épiploiques, 
eros comme un petit pois el un grain de blé, non caséeux, contenant des 
bacilles acido-résistants. 

Les deux autres sont sacrifiés le 5 février 1932. Ils présentent chacun 
deux nodules épiploiques non caséeux et 2 ou 3 petits ganglions mésenté- 
riques légeérement hypertrophiés dans lesquels on ne trouve pas de bacilles 
acido-résistants. 

Pour comparaison on procéde aux expériences Suivantes : 


Exprrience. — Le 24 décembre 1931, 3 cobayes recoivent dans le péritoine 
1 milligramme de BCG (418 passage sur bile). Les 3 cobayes sacrifiés le 
24 février 1932 présentent, l'un aucune lésion, le second un gros nodule 
mésentérique de Ja grosseur d’un petit pois dont le pus contient des bacilles 
acido-résistants; le troisieme a un petit ganglion mésentérique hypertrophié 
non caséeux, dans lequel on ne trouve pas de bacilles acido-résistants. 

A la méme date, 3 cobayes recoivent dans le péritoine 10 milligrammes de 
BCG (418° passage sur pomme de terre biliée). 

Un meurt le 22 janvier 1932 sans lésions. Le 5 février 1932, les deux autres 
cobayes sont sacrifiés. L’un n’a aucune lésion, l'autre présente un cordon 
épiploique épaissi, contenant quelques petits nodules, non caséeux, dans 
lesquels on ne trouve pas de bacilles acido-résistants. 


Apres inoculation intrapéritonéale au cobaye de 1 et 10 milli- 
grammes de la souche BCG Vanicek et de la souche BCG 418° 
passage sur bile, les formations péritonéales transitoires observées 
ont é/é senstblement les mémes. 


2° EtTubE pu POUVOIR SENSIBILISANT A LA TUBERCULINE. 


Les deux souches BCG Vanicek et 418° passage Paris 
sont inoculées le 26 janvier 1932 a la dose de 0 milligr. 001, 
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0 milligr. 0001 et 0 milligr. 00001 sous la peau de deux cobayes 
pour chaque dose et chague souche. Ces animaux ont été, 
quatre semaines aprés, éprouvés & la tuberculine par intra- 
dermo-réaction. Le 19 février 1932, les 2 cobayes, qui ont recu 
sous la peau 0 milligr. 001 BCG (souche Vanicek), réagissent 
positivement a une injection intradermique de 0 c. c. 0 
de tuberculine brute. Des 2 cobayes qui ont recu sous la peau 
0 milligr. 0001 de BCG (souche Vanicek), l'un réagit faiblement 
a la tuberculine, l'autre ne réagit pas. Les 2 cobayes qui on 
recu sous la peau 0 milligr. 00001 de BCG (souche Vanicek) ne 
réagissent pas a la tuberculine. Les 2 cobayes qui ont recu sous 
la peau 0 milligr. 001 de BCG 418° passage sur bile réagissen 
positivement a une injection intradermique de 0c. c. 01 de 
tuberculine brute. Les 2 cobayes qui ont regu sous la peau 
0 milligr. 0001 de BCG 418° passage sur bile réagissent faible- 
ment & la tuberculine. Les 2 cobayes qui ont recu sous la peau 
0 milligr. 00001 de BCG 418° passage sur bile ne réagissent pas 
a la tuberculine. 

Les deux souches se sont done comportées de facon identique 
au point de vue de leur effet sensibilisant vis-a-vis de la tuber- 
culine chez le cobaye. 

A la dose de 0 milligr. 001 elles ont sensibilisé cet animal; a 
la dose de 0 milligr. OOO1 elles Vont sensibilsé farblement et 
irréguiierement et a la dose de 0 milligr. OOOO elles ne l'ont 
apparemment pas sensibilisé (du moins vis-a-vis de la dose de 
tuberculine employée par nous). 


3° ETuDE DU POUVOIR ANTIGENE 2 VIVO. 


3 cobayes ont recu le 24 décembre 1932 dans le péritoine : 
deux 10 milligrammes de BCG (418° passage sur bile) et wn 
10 milligrammes de BCG (souche Vanicek). Ils sont saignés le 
22 janvier 1932. En présence d’antigéne méthylique, le sérum 
de l'an des deux premiers cobayes a été négatif, celui des 
deux autres a fixé une dose d’alexine. 
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Action /n vivo des matiéres grasses sur le hacille bilié. 


(En collaboration avec J. Vautis.) 


L’un de nous a constaté avec Boquet [2] que les injections 
sous-cutanées d’extraits acétoniques de bacilles de Koch sont 
capables de hater |’évolution des lésions des animaux tubercu- 
leux, et que les injections sous-cutanées d’huile dolive exer- 
cent la méme action en favorisant la multiplication des 
bacilles [3]. Le bacille BCG étant caractérisé, comme l’a montré 
Albert Berthelot, par une teneur en matiéres hydrocarbonées 
tres inférieure & celle des bacilles tuberculeux virulents de type 
humain ou bovin, on pouvait se demander si l'introduction de 
substances ciro-graisseuses spécifiques comme celles extraites 
du bacille tuberculeux par l’acétone, ou de matiéres grasses 
telles que Vhuile d’olive dans l’organisme d’animaux inoculés 
avec de fortes doses de BCG, ne permettrait pas de faire récu- 
pérer & ve germe une partie de sa virulence. 


Expirience. — Le 14 octobre 1930, 11 cobayes recoivent sous Ja peau de 
Yaine droite 10 milligrammes de BCG (394¢ passage sur milieu bilié du 
25 septembre 41930). Deux d’entre eux sont conservés comme témoins. Les 
9 autres sont traités par des injections sous-cutanées bi-hebdomadaires de 
4 cent. cube d’extrait acétonique de bacilles de Koch. Du 28 octobre au 
10 novembre, 3 cobayes traités meurent avec une légére hypertrophie de 
jeurs ganglions inguinaux et sous-lombaires droits, dans lesquels on ne 
trouve pas de bacilles acido-résistants. 

4 cobayes traités meurent du 12 novembre au 30 décembre avec les mémes 
ganglions légérement hypertrophiés et contenant des bacilles acido-résis- 
tants. Les ganglions du cobaye mort le 30 décembre sont broyés et inoculés 
sous la peau de 9 cobayes. 

Le 31 décembre les injections d'extrait acétonique sont arrétées. Le 
5 janvier et le 2 février 1931, les deux cobayes traités survivants meurent 
avec une légere hypertrophie de leurs ganglions inguinaux droits, qui con- 
tiennent quelques bacilles acido-résistants. Les deux témoins meurent le 
21 janvier et le 16 avril sans hypertrophie ganglionnaire. 

Parmi les 9 cobayes inoculés avec les ganglions du cobaye mort le 
30 décembre, 5 sont traités par des injections d’extrait acétonique de 
bacilles de Koch et 4 sont conservés comme témoins. 4 traités meurent pré- 
maturément d'infections intercurrentes dans le premier mois aprés l’inocula- 
tion et sans lésions. Le survivant, sacrifié le 7 mars, présente dans laine 
droite un ganglion légérement hypertrophié contenant quelques bacilles 
acido-résistants. 2 témoins meurent également quelques jours apres lVinocu- 
lation. Les deux autres survivent un mois et présentent un ganglion inguinal 


droit légérement hypertrophié (lentille) et contenant quelques bacilles acido- 
résistants. 
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Dans une seconde série d’expériences, 11 cobayes sont inoculés le 
30 octobre 1930 sous la peau de l’aine droite avec 10 milligrammes de BCG 
(395° passage sur milieu bilié du 13 octobre). 2 sont conservés comme 
témoins. Les 9 autres recoivent deux fois par semaine en injections sous- 
cutanées 1 cent. cube d’huile d’olive stérilisée. 

Les 13 et 27 novembre, un cobaye traité et un témoin meurent avec une 
légere hypertrophie des ganglions inguinaux droits, qui contiennent des 
bacilles acido-résistants. Trois autres cobayes traités meurent lcs 
28 novembre, 7 et 8 décembre avec leurs ganglions inguinaux et sous-lom- 
baires droits légérement hypertrophiés et contenant des bacilles acido-résis- 
tants. Le 26 décembre, les injections d’huile sont suspendues. Le 31 décembre, 
2 cobayes traités sont sacrifiés; leurs ganglions inguinaux et sous-lombaires 
droits légtrement hypertrophiés contienaent des bacilles acido-résistants. 
Le second cobaye témoin, sacrifié & la méme date, ne présente aucune 
hypertrophie ganglionnaire. Le 26 janvier 1934, un cobaye traité meurt. Son 
ganglion sous-lombaire droit est légerement hypertrophié, mais on n’y trouve 
pas de bacilles acido-résistants. Le 16 avril, Jes deux derniers cobayes 
traités sont sacrifiés. L’unn’a pas d’hypertrophie ganglionnaire; chez |’autre 
le ganglion sous-lombaire droit est légérement hypertrophié, mais ne con- 
tient pas de bacilles acido-résistants. 


On peut conclure de ces expériences que si les injections sous- 
cutanées dextrait acélonique de bacilles de Koch ou dhuile 
d’olwe a des cobayes inoculés sous la peau avec de fortes doses 
de BCG paratssent favoriser légérement (a multiplication de ces 
bacilles dans les gaunglions de ces anumaur, elles ne se sont pas 
montrées capables de rendre a ce germe sa virulence originelle. 


Mise en évidence d’éléments filtrables dans le BCG 
et innocuité de ces éléments. 


(En collaboration avec J. VALTIS.) 


A la suite de nos expériences qui ont établi influence acti- 
vante que des injections sous-cutanées d’extrait acélonique de 
bacilles de Koch & des cobayes préalablement inoculés avec 
les éléments filtrables du virus tuberculeux exercent sur la 
reprise de virulence des bacilles issus de ces derniers, nous 
avons éludié l’action de ces extraits sur les cobayes inoculés 
avec des filtrats de cultures de BCG. 


Expférience. — Le 5 septembre 1930, 5 cobayes sont inoculés sous la peau 
de l’aine droite avec 10 cent. cubes de filtrat sur bougie Chamberland L, 
d'une culture de BCG sur milieu synthétique de Sauton, agée de sept jours. 
3 sont traités par des injections bi-hebdomadaires d’extrait acétonique de 
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bacilles tuberculeux et recoivent, du 6 septembre au 28 ovtobre, 17 injec- 
tions de ce produit. 2 sont conservés comine témoins. Parmi les trailés, un 
cobaye (A), sacrifié le 18 novembre, présente a droite deux ganglions 
inguinaux el un ganglion sous-lombaire fortement hypertrophiés, contenant 
des bacilles acido-résistants. Un autre cobaye (B), sacrifié le 7 janvier 1931, 
n'a qu'une légére hypertrophie de ses ganglions inguinaux dans lesquels on 
ne peut pas mettre en évidence des bacilles acido-résistants. 

Les deux animaux témoins meurent le 20 novembre 4930 et le 8 janvier 
1931. Ils ne présentent aucune hypertrophie ganglionnaire et aucune lésion. 

Les ganglions du cobaye A sont réinoculés le 18 novembre sous la peau de 
laine droite de 6 cobayes. 3 sont traités par des injections bi-hebdomadaires 
d’extrait acétonique de bacilles de Koch et 3 sont conservés comme témoins. 

Les cobayes traités meurent : un, le 28 novembre, sans hypertrophie gan- 
elionnaire; le second, le 24 décembre, avec un ganglion inguinal droit hyper- 
trophié, contenant des bacilles acido-résistants; le troisieme, le 22 avril 1931, 
avec une légére hypertrophie de ses ganglions inguinaux et sous-lombaires 
droits dans lesquels nous ne pouvons pas découvrir de bacilles acido-résis- 
tants. Réinoculés 4 une autre série de 3 cobayes, ces derniers ganglions 
nont provoqué l’apparition chez ces animaux d’aucune lésion ganglionnaire. 
Les trois témoins meurent les 28 novembre et 1° décembre 1930 et le 22 avril 
4931, sans aucua changement dans l'état de leurs ganglions. 

Les ganglions du cobaye B sont réinoculés le 7 janvier 1931 sous la peau 
de l’aine droite de six cobayes. Trois meurent du 23 janvier au ie" février, 
deux sans lésions, un avec un ganglion inguinal droit hypertrophié, conte- 
nant des bacilles acido-résistants. Les trois derniers sont sacrifiés le 1¢* mai 
1934, un seul présente une hypertrophie de ses ganglions inguinaux et 
trachéo-bronchiques qui contiennent des bacilles acido-résistants. Ces gan- 
glions sont réinoculés sous la peau de quatre cobayes qui meurent du i9 mai 
au 11 juin sans présenter de bacilles acido-résistants dans leurs ganeglions. 


Nous avons done pu démontrer gwil existe dans le BCG des 
éléments filtrables. Ceux-ct ont été mis en évidence apres des 
injections de substances ciro-gratsseuses du bacille de Koch chez 
les cobayes moculés sous la peau avec des filtrats sur bougie 
Chamberland L, de cultures de BCG. Mais, alors que chez les 
cobayes noculés avec des filtrats de bacilles virulents, nous avons 
observé sous [influence des injections d'extrait acétonique de 
baci/les de Koch une reprise de virulence des bacilles acido-résis- 
tants qui en dérivent, nous n'avons constaté aucun fait semblable 
chez les cobayes qui ont regu par voie sous-cutanée du filtrat de 
BCG et qui ont été traités de la méme facon. Les bacilles ont 
disparu au troisieme passage. 

Nous devons ajouter que de Sanctis Monaldi [5] a pu égale- 
ment démontrer l’existence d’éléments filtrables dans le BCG 
par inoculation intraganglionnaire au cobaye de filtrats de cul- 
tures de ce germe sur bougie Chamberland L,. 
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Effets de l’absorption par voie digestive de bacilles BCG 
chez des cobayes préalablement infectés avec un bacille 
tuberculeux virulent. 


La pratique du BCG a montré qu’on pouvait, sans aucun 
inconvénient, revacciner & plusieurs reprises par la voie buc- 
cale des enfants présentant une réaction positive A la tubercu- 
line. Il était néanmoins intéressant d’étudier expérimentale- 
ment l’effel de l’absorption de fortes doses de BCG chez des 
animaux préalablement infectés par la voie oculaire ou par la 
vole intestinale avec un bacille virulent. 


Expérience. — Le 18 janvier 1932, 10 cobayes| regoivent par instillation sur 
la conjonctive 0 milligr. 5 de la souche bovine Vallée. Le 8 février suivant, 
tous les cobayes sont éprouvés par injection intradermique de tuberculine. 
Deux seulement réagissent positivement, mais faiblement. Le 19 février, 
nouvelle épreuve : tous réagissent positivement. 

Le 20 février et les trois jours suivants, on fait ingérer A 5 des précédents 
cobayes 1 centigramme de BCG chaque fois, soit au total 4 centigrammes. 
5 cobayes sont conservés comme témoins. 

Les 22 et 25 février, deux des cobayes qui avaient absorbé le BCG et un 
{émoin meurent. Leurs ganglions cervicaux étaient hypertrophiés. 

Un autre cobaye, qui avait ingéré le BCG, meurt a la fin de mars. Ses 
ganglions cervicaux hypertrophiés et caséeux contiennent des bacilles de 
Koch. Ses ganglions trachéo-bronchiques sont hypertrophiés; les poumons 
et le foie sont indemnes de toute lésion; la rate est augmentée de volume, 
mais sans granulalions. 

Le 7 avril, tous les cobayes survivants sont sacrifiés. 

L’un de ceux qui avaient absorbé le BCG a des ganglions cervicaux 
caséeux, légérement plus volumineux que ceux des témoins. Ses ganglions 
trachéo-bronchiques sont hypertrophiés; les poumons et le foie sont sains; 
sur la rate on trouve 5 granulations. L’autre cobaye qui avait ingéré le BCG 
a des ganglions cervicaux caséeux du méme volume que ceux des témoins. 
Les ganglions trachéo-bronchiques sont hypertrophiés; les poumons sont 
indemnes. Le foie présente quelques rares tubercules; ceux-ci sont plus 
nombreux sur la rate. 

A la méme date, les cobayes témoins ont leurs ganglions cervicaux hyper- 
trophiés, caséeux et leurs ganglions trachéo-bronchiques sensiblement de 
méme volume que ceux des cobayes précédents. L’un d’eux présente de 
nombreuses lésions tuberculeuses du foie et de la rate. Deux cobayes ont 
d’assez nombreuses I[ésions spléniques, le quatrieéme 5 ou 6 tubercules sur 
la rate. 


Expérience. — 410 cobayes ingérent les 20, 21 et 22 janvier 1932 1 milli- 
gramme de la souche bovine Vallée chaque fois, soit au total 3 milligrammes 
de bacilles virulents. 1 cobaye meurt d’infection intercurrente le 29 janvier. 
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Le 19 février, les 9 cobayes survivants sont éprouvés par injection intra- 
dermique de tuberculine. 7 réagissent positivement, deux ne réagissent pas. 

Le 20 février, 8 cobayes (3 4 réaction positive, 2 a réaction négative) ingé- 
rent, ainsi que les trois jours suivants, 1 centigramme de BCG, soit au total 
4 centigrammes. 4 cobayes sont conservés comme témoins. 

Le 4 mars, 1 cobaye, qui a absorbé le BCG, et 2 cobayes témoins meurent 
avec une simple hypertrophie de leurs ganglions mésentériques. 

Le 6 avril, les 4 cobayes survivants, qui ont ingéré le BCG, sont sacrifiés. 
Leurs ganglions mésentériques hypertrophiés sont du méme volume que 
ceux des cobayes témoins. L’un a de nombreuses lésions du foie et de la 
rate; ses poumons sont indemnes. Le second a de rares tubercules sur la 
rate, plus nombreux sur le foie, aucune lésion des poumons. Le troisiéme 
présente quelques rares tubercules spléniques, le foie et les poumons sont 
indemnes. Le quatritme a de nombreux tubercules sur la rate, quelques 
tubercules sur les poumons; Je foie est indemne. 

Les 2 cobayes témoins survivants sont sacrifiés 4 la méme date. Leurs 
ganglions mésentériques hypertrophiés ont les mémes dimensions que ceux 
des cobayes précédents. L’un présente de nombreux tubercules sur le foie; 
ils sont plus rares sur la rate et les poumons. L’autre a des tubercules rares 
sur le foie et les poumons, trés nombreux sur la rate. 


Chez les cobayes infectés par voie intestinale, de méme que 
chez ceux infectés par voe oculaire avec des bacilles virulents, 
Lingestion de 4 cenligrammes de BCG, un mors aprés linfection 
virulente, n'a provoqué aucune aggravation des léstions, nt 
aucune modification de Paspect de celles-ci. 


Vaccination du cobaye au BCG par la voie péritonéale 
et 6preuve virulente par la méme voie. 


La résistance des cobayes prémunis par le BCG a une infec- 
tion d’épreuve déterminée par un bacille virulent a été cons- 
tatée par de trés nombreux auteurs. Comme nous!’avons nous- 
méme montré avec Calmette et Boquet [6], chez les cobayes 
prémunis avec le BCG par voie sous-cutanée ou par voie vascu- 
laire, infection d’épreuve, réalisée par inoculation sous la 
peau ou par instillation conjonctivale de bacilles virulents, 
évolue bien plus lentement que chez les témoins et se montre 
beaucoup plus bénigne. Dans ces expériences déja anciennes, 
nous avions cru constater que la voie péritonéale était une voie 
dimmunisation moins favorable que la voie sous-cutanée et 
que la voie vasculaire. Mais les animaux prémunis par injec- 
tion intrapéritonéale de BCG étaient alors éprouvés par la voie 
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oculaire ou la voie sous-cutanée. A la suite d’expériences telles 
que celles de C. Ninni [7] et de J. Vallis et F. Van Deinse [8] 
qui ont essayé de réaliser une immunité locale par injection 
intradermique de BCG au cobaye et au lapin, nous ayons 
tenté d’éprouver par la voie péritonéale des cobayes qui avaient 
recu l’injection prémunisante de BCG par la méme voie. 


Expsérience I. — Le 10 décembre 1931, 6 cobayes recoivent dans le péritoine 
10 milligrammes de BCG. Le 22 janvier 1932, ils sont éprouvés, ainsi que 
6 témoins, par inoculation intrapéritonéale de 0 milligr. 0001 de la souche 
boviue Vallée. Deux cobayes prémunis et un témoin meurent prématurément 


Fic. 4. — Cobayes de l'expérience [ prémunis par injection intrapéritonéale 
de 10 milligrammes de BCG et éprouvés par inoculation intrapéritonéale de 
0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée. A, rates des prémunis; B, rates 
des témoins. 


de pasteurellose; un cobaye prémuni et un cobaye témoin sont sacrifiés le 
6 février. Tous deux ont des ganglions mésentériques hypertrophiés, mais, 
alors que le prémuni n’a pas d’hypertrophie de ses ganglions sous-lombaires, 
le cobaye témoin présente des ganglions sous-lombaires fortement hyper- 
trophiés, contenant des bacilles de Koch. 

Le 18 février, les trois cobayes suryivants prémunis et les quatre témoins 
sont sacrifiés. 

Les lésions péritonéales des cobayes prémunis sont moins prononcées 
que celles des témoins. Leurs ganglions sous-lombaires et mésentériques et 
leurs nodules épiploiques sont moins volumineux que ceux des non pré- 
munis. Mais les cobayes prémunis se distinguent surtout des cobayes 
témoins par une absence complete de lésions hépatiques et presque com- 
pléte de lésions spléniques. lls n’ont que 2 ou 3 tubercules sur la rate dont 


Annales de l'Institut Pasteur, t. XLIX, n° 5, 1932. 39 


604: ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


le volume est resté normal, alors que les témoins présentent de nombreuses 
lésions sur cet organe hypertrophié el quelques granulations sur le foie. 


Expérience II. — 5 cobayes recoivent dans le péritoine, le 24 février 4932. 
10 milligrammes de BCG. Le 29 mars, ces animaux et 5 cobayes neufs sont 
inoculés par voie péritonéale avec 0 milligr. 0004 de la souche bovine Vallée. 

Un cobaye prémuni et deux témoins meurent prématurément. Les survi- 
vants, 4 prémunis et 3 témoins, sont sacrifiés le 20 avril 19:32. 

Comme dans l'expérience précédente, les lésions péritonéales des cobayes 
prémunis sont moins marquées que chez les cobayes témoins. Les ganglions 
mésentériques et sous-lombaires et les nodules ¢piploiques sont plus hyper- 


Fic. 2. — Cobayes de l’expérience Il prémunis par injection intrapéritonéale 
de 10 milligrammes de BCG et éprouvés par inoculation intrapéritonéale de 
0 milligr. 0001 de la souche bovine Vallée. A, rates des prémunis; B, rates 
des témoins. 


trophiés chez ces derniers. Les cobayes prémunis n'ont pas de lésions 
hépatiques. Deux ont quelques rares tubercules sur la rate dont le volume 
est resté normal. Les deux autres ont cet organe également indemne. Au 
contraire, chez les témoins, les rates hypertrophiées présentent de nombreux 
tubercules et deux d’entre eux ont quelques lésions hépaliques. 


Expérience II]. — 4 cobayes recoivent dans le péritoine, le 24 février 1932, 
10 milligrammes de BCG. Le 49 mars suivant, les 4 cobayes prémunis et 
4 cobayes témoins recoivent dans le péritoine 0 milligr. 00001 de la souche 
bovine Vallée. 

Deux cobayes prémunis et 1 cobaye témoin sont sacrifiés le 14 avril 1932. 
Ce dernier a de gros nodules épiploiques et mésentériques ect une rate 
hypertrophiée, alors que les 2 cobayes prémunis sont normaux. 

Le 20 avril, les survivants (2 prémunis, 4 témoins) sont sacrifiés. Comme 
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dans les expériences précédentes, on observe une différence marquée entre 
les lésions péritonéales des premiers et celles des seconds qui sont plus 
importantes. Les cobayes prémunis ont une rate de volume normal; l'une 
est indemne, l’autre présente deux petits tubercules. Les rates des cobayes 
témoins sont hypertrophiées et sont parsemées de nombreux tubercules. 


Ainst, dans lvs deux premicres expériences ort les cobayes ont 
élé éprouvés par inoculation intrapéritonéale de 0) milligr. 0004 
de la souche bovine Vallée, et dans la troisiéme experience ov 


‘16. 3. — Cobayes de lexpérience JI] prémunis par injection intrapeérilonéale 
de 10 milligrammes de BCG et éprouvés par inoculation intrapéritonéale 
de 0 milligr. 00001 de la souche bovine Vallée. A, rates des cobayes pré- 
munis; B, rates des cobayes témoins. 


ls Wont recu gue 0 malligr. 00001 de ces bacil/es virulents, les 
cobayes prémunis par injection préalable de 10 milligr. de 
BCG dans le péritoine se sont montrés plus résistants a cette 
infection sévere que les témoins. 


Conclusions. 


Les expériences que nous avons effectuées avec Boquet, 
comme celles dont nous rapportons les résultats dans: ce tra- 
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vail, démontrent Ja fixité des caractéres d’atténuation du 
bacille BCG. 

Chez les cobayes inoculés sous la peau avec une forte dose 
de BCG (10 milligr.) et traités par des injections sous-cutanées 
de substances ciro-graisseuses du bacillede Koch ou de matiéres 
grasses telles que l’huile d’olive, qui favorisent la multipli- 
cation des bacilles tuberculeux in vivo et activent |’évolution 
de la tuberculose expérimentale des animaux de laboratoire, 
le BCG se montre incapable de reprendre sa virulence origi- 
nelle. 

Les injections d’extrait acétonique de bacilles de Koch & des 
cobayes préalablement inoculés avec des filtrats sur bougie 
Chamberland L, de cultures de BCG nous ont permis de 
démontrer que les cultures de ce germe contiennent des élé- 
ments fillrables. Les bacilles acido-résistants, issus de ces der- 
niers, n’ont pas repris de virulence chez le cobaye sous 
Yinfluence des injections de substances ciro-graisseuses du 
bacille de Koch, qui rendent virulents les éléments filtrables 
dérivés des bacilles tuberculeux virulents. 

Chez les cobayes infectés avec un bacille tuberculeux viru- 
lent, soit par voie intestinale, soit par voie oculaire, et rendus 
allergiques, Vingestion de 4 cenligrammes de BCG, un mois 
apres l'infection, n’a provoqué aucune aggravalion des lésions. 

Il est facile de mettre rapidement en évidence la résistance 
conférée au cobaye par une injection préalable de BCG en le 
prémunisant par la voie péritouéale avec 10 milligrammes de 
ce microbe, puis en l’éprouvant par inoculation de 0 milligr. 0001 
ou 0 milligr. 00001 de bacilles virulents par la méme voie. Si 
l'on sacrilie ces animaux trois semaines aprés l’inoculation 
d’épreuve, on constate une différence manifeste entre les 
lésions des animaux prémunis et celles des animaux témoins. 
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LA « MICROCULTURE » DU VIRUS TUBERCULEUX 
ET SON IMPORTANCE POUR LE DIAGNOSTIC PRECOCE 
DE LA TUBERCULOSE RENALE 
PAR L’ENSEMENCEMENT DES URINES, 


par A. SAENZ et D. EISENDRATH. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de la Tuberculose.) 


Au cours de nos recherches sur la sensibilité respective 
des méthodes de culture directe des bacilles tuberculeux, l’un 
de nous (1) a eu l’occasion d’insister & plusieurs reprises sur 
la grande ulililé du raclage des tubes ensemencés avec des 
produits suspects avant l’apparition de toute colonie macros- 
copiquement visible, comme moyen pratique d’établir un dia- 
gnostic précoce. Dans cette note, nous désirons exposer les 
résultats de l'étude bactériologique de 57 cas suspects de tuber- 
culose rénale du service du professeur Legueu, a [’hdpital 
Necker. 

Notre technique consiste & centrifuger 20 & 50 cent. cubes 
d’urine (souvent trouble on sanguinolente) et & déposer dans 
uo mortier stérile le culot que nous broyons avec du sable 
également stérile. Nous traitons ensuite ce culot par un volume 
égal, soit d’acide sulfurique (selon le procédé de Léwenstein- 
Sumijoshi-Hohn) & 10 ou 12 p. 100 pendant quinze a trente 
minutes, quand Vinfection parait intense ; soit, lorsque la flore 
microbienne est peu abondante, par la soude & 4 ou 10 p. 100, 
avec un contact variant de trente minutes & quatre heures, a 
la température du laboratoire. Nous neutralisons ensuite (en 
présence ou non d’un indicateur [tournesol] avant d’ense- 
mencer) avec une solution de soude ou d'acide a 20 ou 30 p. 100, 


(1) J. Vatris et A. Sasnz. C. R. de la Soc. de Biol., 103, 1930, p. 134; A. Sagnz, 
C. R. de la Soc. de Biol., 107, 1931, p. 26 et 1455; A. Saenz et Mansnau. C. R. 
de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 4115; A. S,enz et L. Cosrm. C. R. de la Soc. 
de Biol., 440, 1932, p 41189. 
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jusqu’a obtention d’un pH égal & 7,2. Nous ensemengons la 
totalité de notre culot ainsi préparé a la surface de 6 ou 8 tubes 
du milieu de Lowenstein au vert malachite, ou sur celui de 


Tasteau I. — Examen direct et culture positifs. 
SEES SS I ELL SS SL EI SC IE ESE EEE BS IE IE AE EO ET LT HIE, 
Nn 
n i=) =) 
=) mi & 
a a = 
a = 5 DIAGNOSTIC 
a 2 = 
nae] G & 
5 5 2 
|] | 
1 16 27 Néphrectomie le 13 novembre 1931 pour tuber- 
culose rénale confirmée par la piéce. 
ai 35 Tuberculose rénale bilaiérale. 
8 42 9 Néphrectomie pour tuberculose rénale. Piéce 
partie supérieure du rein presque exclue. 
Diagnostic : tuberculose ulcéro-caséeuse. 
6 10 17 Néphrectomie pour tuberculose rénale, juillet 
493l; urines resteut troub ées. 
7 14 i8 Diagnostic : tuberculose rénale. Pas opéré 
encore (aout 1932). 
42 10 48 Néphrectomie pour tuberculose rénale (28 jan- 
vier 1932). Confirmée par piece. 
13 9 18 Néphrectomie pour tuberculose rénale (1¢" fé- 
vrier 1932) Confirmée par piece. 
14 16 22 Néphrectomie pour tuberculose rénale. Con- 
firmée par piece. 
45 42 21 Diagnostic : tuberculose rénale. Pas opéré 
encore (aout 1932). 
16 gy 15 Opéré en mai 1931 pour épididymite tubercu- 
leuse. Suspect de tuberculose rénale mais 
pas encore opéré (aout 1952). 
2D 10 V7 Enfant avec incontinence. Suspect de tuber- 
culose rénale. Néphrectomie le 13 mai 1932. 
26 18 25 Enfant colibacillose. Suspect de tuberculose rénale. 
29 9 19 Suspect de tuberculose rénale. 
30 9 49 Néphrectomie pour tuberculose rénale en 1927. 
Persistance d'une cystite. 
31 9 se) Néphrectomie pour tuberculose rénale con- 
firmée par piéce (18 mai 1932). 
32 8 20 Néphrectomie en 1930 pour tuberculose rénale. 
Urine reste trouble. 
39 8 16 Suspecl de tuberculose rénale. 
40 8 46 Diagnostic : tuberculose rénale, par M. ‘Cha- 
banier. 
46 8 45 Tuberculose rénale bilatérale. 
55 8 13 Epididymite tuberculeuse. Vésiculite séminale 


tuberculeuse Suspect de tuberculose rénale. 
Ostéite, cote tuberculeuse. 


Petragnani dans lequel est substituée l’asparagine a la peptone. 
De tres nombreux essais nous ont démontré que ces deux 
milieux étaient de beaucoup les plus favorables a lisolement 
des bacilles tuberculeux, trés supérieurs dans tous les cas aux 
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milieux de Petroff, Dorset, Lubenau et Hohn. Les recherches 
expérimentales que nous poursuivons avec L. Coslil sur des 
souches de bacilles tuberculeux humains et bovins ont d’ail- 
leurs démontré ce que nous venons de dire, et ont été con- 
firmées aprés nous par C. Ninni (1) et par nos autres collégues 
du laboratoire du professeur Calmette & l'Institut Pasteur (2). 


Tasceau Il. — Examen direct négatif. Culture positive. 


DIAGNOSTIC 


NUMEROS DES CAS 
MICROCULTURES 
MACROCULTURES 


Néphrectomie puur tuberculose rénale en 1929. 
Fréquence persistante. 

Diagnostic : tuberculose rénale. Non opéré. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale con- 
firmée par piéce. Diagnostic : tuberculose 
ulcéro-caséeuse localisée (1932). 

Néphrectomie en 1928. Hémoptysie en 1932 
(tuberculose pulmonaire avancée). Mort. Pas 
d'autopsie. 

La piéce anatomique a montré une hydro 
néphrose tuberculeuse. 

Néphrectomie en juillet 1931. Urine reste 
trouble. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale en 1926. 
Fréquence persistante. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale le 9 aout 
1932. Piéce non gardée. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale le 
28 juillet 1932. 

Suspect de tuberculose rénale. 


Sur les 57 échantillons d'urines que nous avons étudiés, 
30 ont donné un résultat positif et 27 un résultat négatif. Sur 
les 30 cas qui ont donné un résultat positif, 20 ont présenté des 
bacilles & l’examen direct et 10 n’en présentaient pas. 

Ces résullats sont consignés dans les tableaux I, I et III. 


(1) C. Ninnt. C. R. de la Soc. de Biol., 107, 1931, p. 984. 

(2) Voici comment on procéde : on fait dissoudre 4 gr. 25 d’asparagine dans 
un vase d'Erlenmeyer de 4 litre, ou lon a préalablement versé 200 grammes 
de lait frais de vache et 8 grammes de farine de pommes de terre (marque 
Vosgues). On chauffe au bain-marie jusqu’a |’ébullition pendant une heure 
et, pour le reste, on suit exactement la technique indiquée par Petragnani. 
Sul terreno al verde di malachite et sulla tecnica par l’'isolamento dei Bacilli 
tubercolari. Policlinico (Sez. pralica), 1928. 
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Tasteau il. — Examen direct négatif. Culture négative. 


Cobayes négatifs. 


NUMERO DES CAS 


& 


58 


59 


CULTURE 


COBAYE 


DIAGNOSTIC 


Néphrectomie pour tuberculose rénale en sep- 
tembre 1930. Traité par rayons ultra-violets. 
Culture pratiquée en janvier 1932. 

Hémiplégie. Urine trés trouble. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale con- 
firmée par piéce (26 novembre 1932). Culture 
pratiquée le 26 mars 1932. 

Colibacillose; suspecte de luberculose. 

Colibacillose ; suspecte de tuberculose. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale le 15 fé- 
vrier 1932. Piece : aucune trace de lésion 
rénale. Culture pratiquée le 5 février 132. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale. Piéce : 
Deux tiers supérieurs du rein presque tota 
lement transformés en cavilés caséo-puru- 
lentes. Culture pratiquée apres néphrectomie. 

Diagnostic : tuberculose rénale droite. Pas 
encore opéré (aout 1932). 

Suspect tuberculose rénale. Pas encore opéré 
(aott 1932). 

Néphrectomie your tuberculose rénale le 
48 avril 1932 confirmée par piéce. Culture 
pratiquée apres néphrectomie. 

Colibacillose. Suspecte de tuberculose rénale. 

Colibacillose. Suspecte de tuberculose rénale. 

Enfant avec néphrite chronique. 

Hématurie. Néphrite subaigué. 

Enfant avec pyurie et calcul vésical. 

Néphrectomie Je 11 mai 1932 pour tuberculose 
rénale. Piéce montre forme inhabituelle. Pas 
de bacille de Koch par coloration des tissus. 
Culture pratiquée le 29 avril 1932. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale le 18 juin 
4932. Piece pas trouvée. Culture pratiquée le 
8 juin 1932. 

Néphrite amyloidique. 

Pyurie. Suspect tuberculose. 

Néphrose lipoidique. 

Tuberculose pulmonaire. Epididymite tuber- 
culeuse. Vésiculite séminale tuberculeuse. 
Colibacillose. Suspectle de tuberculose rénale. 

Epididymite tuberculeuse. 

Mal de Polt récent. Sinus suspect, tubercu- 
lose du rein droit. 

Néphrectomie pour tuberculose rénale Je 25 juin 
1932. Plaie reste ouverte. Culture praliquée 
le 12 aotit 1932. 

Tuberculose pulmonaire. Ostéomyélite. Bras 
gauche tuberculeux (10 aout 1932). Néphrec- 
tomie pour tuberculose rénale. Culture pra- 
tiquée le 12 aout 1932. ; 

Hématurie rein gauche. Suspecte tubercvlose rénale. 


ssa, 
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Les résultats concernant les 10 cas dans lesquels on n’a pas 
trouvé de bacilles & examen direct et qui ont donné par la 
suite une culture positive sont consignés dans le tableau n° II. 

Les 27 cas qui ont donné un résultat négatif sont consignés 
dans le tableau n° II. Il faut noter que, parmi ces cas, 7 ont fait 
l'objet de recherches comparatives entre les résultats de la 
culture sur les milieux précédemment indiqués et linoculation 
au cobaye. 

Dans nos 30 cas de cultures positives (sauf dans le cas n° 3 
pour Jequel le raclage n’a pas été fait) nous avons obtenu, par 
Vensemencement, des microcolonies de bacilles acido-résistants 
par raclage de nos tubes dans les délais ci-aprés indiqués. 


A. — Délais précédant Vapparition de la microcolonie 
(raclage) : 

HOUR ec tay qs ee 8 9A die 42 165 47 18 s2a St 
Nombremercas 6-7 2) eee « a< US ee! 3 3 4 3 ut | 
B. — Délais précédant l’apparition de la macrocolonie : 
Soaletss a2. 15 16 17 18 19 20 21 22 93 23 26 27 29 35 36 60 
Nombre dercasiny 93); 422 iby SO a PA De Be Re aie 


I] ressort trés nettement de la lecture de ces deux tableaux 
que, dans les 30 cas o& nous avons obtenu un résultat positif, 
notre procédé de recherche de la microculture nous a permis 
de poser un diagnostic avec un délai moitié moindre que le 
délai nécessaire & l’apparition des macrocultures. Il reste & 
interpréter le cas n° 54, qui n’a pas donné de macroculture par 
la suile et gui correspond a l’ultravirus de Calmette et Valtis. 

De plus, il est intéressant de noter que, dans 5 cas owt |’ino- 
culation au cobaye a fourni un résultat positif concordant, 
Vexamen du raclage des microcultures fut aussi positif huit 
jours avant que le cobaye inoculé ait réagi & l’intradermo- 
réaction a la tuberculine, ou qu'il ait présenté une adénite 
inguinale suspecte. 

Nous faisons remarquer que, en ce qui concerne |’examen 
direct, nos résultats concordent tout a fait avec ceux obtenus 
a la clinique de l’hopital Necker. 

Parmi nos 57 cas étudiés, les cas 25 et 39 présentaient, dans 
les milieux de culture spéciaux, les caractéres du bacille tuber- 
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culeux bovin. Mais l’étude de cette question, que nous pour- 
suivons avec L. Costil, fera Vobjet d’un travail ullérieur. 

D’ores et déja, nous pouvons dire que, dans nos expériences, 
nous n’avons jamais trouvé de bacilles aviaires, ni de bacilles 
paratuberculeux du smegma prépulial. 

Il ressort de ces recherches expérimentales, cliniques et ana- 
tomo-pathologiques, portant sur les 57 cas étudiés par nous, 
gue, dans toutes les circonstances ot l’on suppose que le virus 
tuberculeux peut étre présent dans une urine, on ne peut plus 
se contenter du seul examen direct, insuffisant dans 25 p. 100 
des cas pour pouvoir établir un diagnostic étiologique. ll est 
indispensable d’ensemencer le culot de 20 a 50 cent. cubes 
durine sur 6 4 8 tubes des milieux préparés selon la technique 
indiquée, et surtout de procéder a l’examen systématique du 
produit de raclage de chaque tube, a partir du buitiéme jour. 

On peut ainsi, comme nous | avons vu, poser un diagnostic 
précoce et précis dans bien des cas ott l’examen direct du culot 
est négatif. Cette méthode est plus rapide et plus sire que 
inoculation au cobaye. Elle otfre l’avantage de permettre 
éventuellement Visolement de bacilles acido-résistants (aviaires, 
paratuberculeux), non pathogénes pour cet animal, et aussi 
d'identifier immédiatement les types humains ou bovins qui se 
présentent. La simplicité, la facilité de lemploi de cette 
méthode et la précision des résultats qu’elle fournit font qu’elle 
s impose désormais pour le diagnostic des tuberculoses rénales. 


BACILLEMIE TUBERCULEUSE 
AU COURS D'INFECTIONS AIGUES NON TUBERCULEUSES 


par JEAN TROISIER et T. de SANCTIS MONALDI 


avec la collaboration 
de R. CATTAN et de Mme KOURILSKY. 


L’étude de la bacillémie tuberculeuse présente A l'heure 
actuelle un renouveau d’intérét. Pendant longtemps les auteurs, 
ne disposant pas d'une technique d’hémoculture satisfaisante, 
se contenlérent de pratiquer des inoculations de sang au cobaye. 
Les résultats, il faut bien le dire, ne furent pas !rés concluants 
et les séries positives obtenues par que!ques auteurs, au regard 
des échecssubis par nombre d’expérimentateurs moins heureux, 
donnaient l' impression d’avoir été des séries d’ exception. 

Depuis les recherches de E. Loewenstein (de Vienne), la 
question a pris une toute autre tournure. Cet auteur a préco- 
nisé une technique d hémoculture qui donne des résultats trés 
supérieurs, quoiqu’elle soit assez difficile 4 mettre en ceuvre. 
Elle est basée avant tout sur larécolte du sang en milieu citraté, 
sur le laquage acide de ce sang et sur l’ensemencement du culot 
sur un milieu & base d'ceeuf, d’asparagine, de sels minéraux, de 
vert malachile ou de rouge congo. 

Grace a cette technique, Loewenstein et ses collaborateurs ont 
pu déceler le bacille de Koch dans le sang des tuberculeux, pul- 
monaires et autres, avec une fréquence que jamais aucun 
auteur n’avait pu obtenir. Si, dans la tuberculose au début, 
"hémoculture n’est guére souvent positive (10 p. 100), par 
contre, dans la phtisie confirmée, on peut trouver jusqu’a 
70 p. 100 de résultats positifs. 

Loewenstein ne s’est pas contenté de rechercher le bacille de 
Koch chez les sujets tuberculeux; il a étendu ses travaux a de 
nombreuses maladies qui n’avaient pas encore fait leurs 
preuves étiologiques et il a pu ainsi, pour certaines d’entre 
elles — le rhumatisme articulaire aigu et la sclérose en plaques, 
par exemple — trouver, dans de multiples cas, une bacillémie 
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positive (1). De la & conclure que ces maladies étaient d’essence 
tuberculeuse, il n'y avait qu’un pas a franchir. 

Nous nous sommes demandé si Vinterprétition de ces faits 
incontestables était bien exacte et s’il n’y avait pas lieu de 
penser que le bacille de Koch pouvait se trouver parfois dans 
le sang de cerlains malades, sans qu'il soit en réalité l’agent 
pathogéne de ces maladies d’étiologie inconnuc. 

Pour élucider cette question, nous avons systématiquement 
mis en culture le sang de sujets atteinis de maladies aigués 
évidemment non tuberculeuses. L’étiologie de ces maladies 
était dtiment affirmée pour chaque sujet par l'isolement et la 
caractérisation de leurs microbes pathogénes : pneumocoques, 
streptocoques, méningocoques, bacille d’Eberth, etc. Cette étude 
avait déja été faite par Loewenstein, au moins pour quelques 
malalies, et n’avait abouti qua des résultats négalifs (2). 

Pour augmenter nos chances de succés, nous avons employé 
la technique suivante, dérivée des travaux de Loewenstein et 
de Petragnani [de Sienne] (3). Dans le milieu préconisé par ce 
dernier auteur, nous avons remplacé la peptone par l’aspara- 
gine dont on connait l’action trés favorable au développement 
du bacille tuberculeux. 


Tecantque. — 10 cent. cubes de sang veineux sont recueillis dans 2 cent 
cubes de citrate de sodium a 10 p. 41.000. 

Apres lente décantation ou centrifugation, le plasma est aspiré avec une 
pipette a boule et rejeté, en ayant soin de respecter la couche leucocytai re. 

On ajoute en deux a trois fois 50 4 60 cent. cubes d’une solution aqueuse 


(1) Rerrrer et Loewenstein, Akute Gelenkrheumatismus und Tuberkelbacil- 
lamie. M. M W., n° 36, 1930, p. 1522. 

Logvensrewx, Ueber symptomloses Vorkommen von Tuberkelbazillen im 
Tonsillengewebe bei rezidivierendem Gelenkrheumatismus und bei Neuritis 
retrobulbaris. M. M. W., 48, n° 26, 26 juin 1931. 

Loewenstein, Tuberkulose als Ursache der Erkrankungen des Zentralnerven. 
systems. Psych -Neuro!. Woch., n° 32, 4%3'. 

Lawenstein, Das Vorkommen der Tuberkelbazillamie bei verschiedenen 
krankheiten. M. M. W., n° 7, 13 février 1934, p. 261-263. 

E. La@wensrein, Die Methodik der Reinkultur von Tuberkelbazillen aus dem 
Blute. D. M. W., n® 24, 1930. 

(2) Konrad cependant aurait obtenu deux résultats positifs dans la leu- 
cémie lymphatique et le mycosis fongoide. Popper signale, dans cing cas de 
seplicémie, des bacilles acido-alcoolo-résistants 4 la surface des milieux de 
culture mais ne donne ni l'identification ni l’épreuve de la virulence pour ces 
bacilles. 

(3) G Perracvanr, Sul terreno al verde di malachite. I/ Policlinico. Sez. Pra- 
lica, n° 27, 1928, p. 1295; et Bollet. Istit. Sieroterap., fasc. 3, 1928. 
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d’acide acétique a2 p. 100. L’ensemble des liquides, bien hémolysés, est cen- 
trifugé dans un gros tube, dix minutes a 6-7.000 tours. 

On rejette le liquide surnageant et on ajoute 100 4 120 cent. cubes d'eau 
distillée stérile au culot que l’on a te soin de dissocier finement avec un agi- 
tateur stérile pour dissoudre ce qui reste d’hémoglobine. Nouvelle centrifu- 
gation et nouveau délayage du culot a l'eau distillée, si nécessaire, pour 
diminuer ainsi son acidité. 

Le culot de centrifugation est alors ensemencé 4 la pipette, directement sur 
six tubes du milieu suivant : 


Liallt.. os, d SRR ey ie ome CCI See ne om . 450 grammes. 
Fécule de pomme de lerre du commerce ...°*. 18 grammes. 
Asparagine pie. ies anol one ol @oke er a LE eS © 3 gr. 75 


On fait bouillir dix & quinze minutes au bain-marie dans un flacon d’Erlen- 
meyer jusqu’a ce que le mélange soit bien consistant. Dans le flacon. on a 
jeté quelques gros morceaux d’une pomme de terre lavée, épluchée et bien 
essuyée. Ils remplacent avantageusement Jes billes de verre et permettent 
une agitation méthodique. Puis on maintient le milieu une heure a 56°. 

Apres refroidissement, on ajoute aseptiquement le contenu de 12 cufs 
complets (plongés au préalable une heure dans I’alcool a 95°) et 3 jaunes 
doeuf. On filtre sur gaze stérile et on ajoute 36 cent. cubes de glycérine 
pure neutre stérile et 30 cent. cubes d'une solution aqueuse de vert de mala- 
chite stérile 4 2 p. 100. 

On distribue en tubes et on coagule a 85° pendant une heure. Le surlende- 
main, on remet les tubes dans le coagulateur une seconde fois pendant une 
demi-heure, mais sans dépasser 70°-75°. Capuchonner. 


Avec celte technique et en utilisant ce milieu de culture, 
nous avons pu obtenir trois fois des cultures de bacilles tuber- 
culeux en partant du sang de trois malades : une septicémie 
streplococcique greffée sur une endocardite rhumatismale 
ancienne, une pneumonie franche aigué curable sans séquelles, 
une méningite cérébro-spinale suppurée mortelle provoquée 
par le méningocoque A. Soixante-treize fois nos hémocultures 
sont restées négatives (1). 


(1) Voici la statistique de nos cas négati/s : 
NOMBRE DE CAS 


PReuUmOnIG, Ghent wit tc. 6 Mead pone toe Pe ta eens oe Paes eee 5 
Bronchospacumoatios 425.1. S Lark oe OA aE rh re ee 4 
Spléno-pnewmonie!) < 2k, Ne ee eae ee Rie nee en 
Ridyne typholde Ebeaths.-2 tied. Sea lees tae.. Caen ee 6 
Hidvre typhoide Para A. <4 nacelle tate ne 2m CAL 1 
Mie wre: ty phoides Paral tira .cn « mae eyraeenrees bee een a ee en 2 
DIphtSrie., sa cu ern Meat ie cnt) GUA ok oe a a oe 3 
Romgeotleny . Solin Fi eo eae See ERO fey. es ae 6 
SCarl atin pikes alee cons ee gee SNA am as er 3 
erysup ele” ania bok, IRE N02: Se RONE OR, GETS E ERR STA al anne 2 
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Voici tout d’abord les observations cliniques de ces trois 
sujets : 


Osservation I. — Gran... (Léone), Agée de dix-sept ans, vendeuse, entrée 
a Vhopital Bichat le 10 juin 1931 pour une crise de rhumatisme arti- 
culaire aigu. 

Dans les antlécédenis de cette malade on trouve une premiére crise de rhu- 
matisme articulaire en 1928 a lage de treize ans et demi. Elle fut soignée a 
Vhopital Trousseau dans le service du D* Lesné. La on lui trouva un souffle 
syslolique dinsuffisance mitrale. Elle fut traitée par 4 grammes de salicylate 
de soude per os et2 grammes intraveinenx. Les arthralgies cédérent rapide- 
ment, mais 4 la convalescence survinrent les oreillons, si bien que la petite 
malade séjourna un mois et demi 4 l’hopital. On avait noté A celte époque 
une cuti-réaction a la tuberculose positive. 

Depuis lors (1928), la malade n’a présenté qu’un peu d’essoufflement et 
quelques sensations subjectives au niveau de la région précordiale. 

Le 4 juin 1931, début de la crise articulaire actuelle. Apparition brusque 
d’arthralgies dans le membre inférieur droit (hanche, genou, cheville). En 
méme temps, angine rouge. 

A Vexamen, le 10 juin 1931, on constate que les articulations du membre 
inférieur droit sont tuméfiées, rouges et douloureuses 4 la palpation. 

Au coeur, on relrouve le souffle systolique signalé par la malade. En jet de 
vapeur, situé 4 Ja pointe, il se propage vers laisselle et apparait comme 
incontestablement lié & une insuffisance mitrale organique. I] existe de la 
tachycardie. La tension artérielle est de 11 1/2-8 au Vaquez. 

Par ailleurs, l'examen ne montrait rien d’anormal. 

Evolution de lu maladie : On inslitue immédiatement un traitement salicylé 
intensif, 8 grammes per os; 1 gramme intraveineux, qui fit rapidement dispa- 
railre les douleurs arliculaires mais qui n’influenca pas la fiévre, laquelle 
dés le début s’était mainlenue aux environs de 38°. 

Le 26 juin et le 6 juillet apparaissent de nouvelles localisations doulou- 
reuses 4 Iépaule gauche. Le 24 juillet, localisation vertébrale lombaire 
horriblement douloureuse. 

Cependant, la température oscillant toujours aux environs de 38°, on 
pense a une endocardile secondaire greffée. Aprés une premiére hémo- 
culture en bouillon négalive, le 30 juillet, un deuxiéme examen, le 4 aont, 
décéle la présence d’un streptocoque typique dans le sang (longues 
chaineltes enchevétrées, cullure granuleuse en bouillon s’éclaircissant | par 
le repos, pas d’hémolysine nette). 

Diailleurs, le tableau se compléte par la constatation de petits signes de 


Syphilis (dont 3 secondaires). 2.2... . 6s +6 ese ee ww ee 6 
An@lReS aiOUOS modes eee hl oAause =) «Wee's. cofuNehs long: fia © “Eiger binaye 6 
Gonococcie (2 arthrites, 4 pelvi-péritonites). ...........+6- 5 
Paludismetencateeete) clic Sh pd Seg See Os CLES OD ie et SOR 0s oa 3 
Pyéloaéphrite a colibacille o 7). 2 ee 3 ees Se ws 2 
Spirochétose ictéro-hémorrogique. ... . -. + eee ee te ee es I 
Septicémiesy ce cee) eels Aaecdte og a0 ee ait Li aaet aR aes: iD 
DOM IE CUMIN o 5 666 op eo oa doo oes Ono ho oO \ 
Sinusite, phlegmon, choléeystite aigué. . . ... 1+. see ee ees 3 
Rihumatisme! arliculaire algu. .9) se. - 2 oe ee ee oe me ed 4 
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néphrite : il existe dans les urines des cylindres eranuleux, quelques glo- 
bules blancs. 

Pourtant, le 31 juillet, Vexamen du sang montre qu'il n’y a ni leucocytose 
ni polynucléose : 


Globules rouges. .... - ‘opaus nape ie ee ee 3.320.000 
Globules blancs. ... . Ses teers rth, 6.400 
Polynucléairvesmeutrophiles mes ee nee 54 
Polynucléaires-éosinophiless 7.5) = 20). eee 2 
Grands smononieléaines)- sm) een ee en 20 
WIKIES Gon 6 ov oko a 6 sped, Wolke) ah ce eae ee eaters 16 
Lymphocytesseatatscucwcne at oa Seeeee chee 8 


Le 1c? septembr2, la malade se plaint d’une céphalée intense avec vomis- 
sements incessants. Il n'y a ni raideur de la nuque, ni signe de Kernig. Pas 
de paralysie, mais signe de Babinski bilatéral. Méme état les 2 et 3 sep- 
tembre. Mort brutale le 4 septembre. 

L’autopsie, pratiquée le 5 septembre 1931, permet de confirmer entiérement 
le diagnostic d’endocardite streptococcique. 

Sur les valves de la mitrale insuffisante et sur les cordages tendineux 
avoisinants, on trouve des végétations multiples plus ou moins ulcérées. 
Par contre, les sigmoides sont normales et le cceur droit est indemne. 
(Poids du cceur : 500 grammes.) 

La cause immédiate de la mort est révélée par un vaste foyer hémorra- 
gique occupant la majeure partie de l’hémisphére droit (’hémisphére gauche 
et le cervelet sont indemnes). 

Une cicatrice blanchatre, triangulaire, affirme un infarctus pas trés ancien 
de la rate (420 grammes). 

l.es reins (480 el 150 grammes), les surrénales, le foie (1.700 grammes), les 
poumons apparaissent normaux, sans signes d’infarctus récents streptococ- 
ciques. 

L’examen minulieux des poumons ne permet pas de trouver trace de 
tuberculose. Le reste de lautopsie d’ailleurs reste muet sur lévolution 
quelconque de tuberculose et l’on ne put méme trouver de ganglion suspect 
4 examen macroscopique. 


En résumé, il s’agissait indiscutablement d'une maladie 
@ Osler greffée sur une lésion ancienne dinsuffsance mitrale. 
L'étiologie rhumatismale de celle-ci paraissait cliniquement 
indiscutable. 

Cependant, par hémoculture citratée, on isole du sang 
de cette malade, le 15 juin, un bacille de Koch du type 
humain. 

Une deuxiéme hémoculture, pratiquée suivant la méme 
méthode le 6 juillet, fut négative. 


D'autres examens furent pratiqgués dans le but de mettre en 
évidence une tuberculose en évolution. 
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Recherche des anticorps tuberculeux (9 juiilet) : 


Antigéne aqueux du BCG. ..... . . Fixe 40 unités d’alexine. 
iN veteravey SYIAENEY S Sos a Boo Bb 8G “be 
ANTISene mae lbiy IUUC sien sil la sens 0 


Culi-réaction & la tuberculine (8 juillet): tres fortement positive. 


). 


Réaction papuleuse de 1/2 centimetre . Le 9 juillet (24 heures) 
( 


, Réaction papuleuse de 15 millimétres . Le 14 juillet (3° jour). 
Apparition d'une vésicule........ Le 12 juillet. 
DIS PaATiblOnsee wee sheets lees eee Le 20 juillet. 


A noter que le pére de celte malade était mort de broncho- 
pneumonie caséeuse. 


OssERyATION Il. — Mig... (Frangois), Agé de vingt ans, entre. a Vhdpital 
le 30 mai, pour point de coteé, fievre, atteinte de l'état général. 
Début, le 27 mai, par un pointde colté avec élévation de température, mais 


eH Pe 

Sa He 
| { ine 

LTT ia im Waifs 
4} 


e 
3 
coo 


Bacillémie 


Wee 


Pneumonie franche aigué. Bacillémie tuberculeuse le jour de la crise. 


sans frisson et sans céphalée. Le 28, le malade essaya de se rendre a son 
travail, mais il fut obligé de rentrer immédiatement et de se coucher. 

Le point de coté est, le jour de l’entrée, en voie de disparition, mais il 
existe de la toux, une dyspnée légére, une expeccoration rouillée, collante 
au crachoir, caractéristique. La température est de 40°. I,’examen direct des 
crachats et Vinoculation A la souris permeltent de caractériser le pneumo- 
coque. 

A Vexamen, on trouve une langue saburrale. Il n’y a pas d/herpés, ni de 
rougeur de la pommette. En avant, a droite, dans la fosse sous-claviculaire» 
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auscultation décéle un foyer de congestion avec souffle tubaire et rales 
sous-crépitants. ; 

Le 31 mai, la température s’éléve A 4096. Le 1e" juin, une crise s’annonce. 
La température est 4 39°% le matin; elle sera a 382 le soir. Le 2 juin, elle est 
revenue a la normale. Le malade est guéri. A noter que la crise urinaire ne 
s'amorce que le 5 juin. 

Le malade est revu le 10 septembre. Il est parfaitement bien portant. L’épisode 
pneumonique qui a nécessité son séjour a lhopital n’a pas cu de lendemain. 
Un examen radioscopique montre l'intégrité parfaite des deux champs pul- 
monaires. = 


Somme toute, histoire est celle d'une pneumonie typique, 
avec début brusque, expectoration et signes physiyues caracté- 
ristiques, guérison par crise thermique le sepliéme jour, sans 
séquelles. 

Cependant, nous avons pu mettre en évidence chez ce malade, 
le t* juin, le jour méme of s'amorgait la défervescence, 
lexistence d’une bacillémie tuberculeuse. 

Une cuti-réaction a la tuberculine, pratiquée le 5 juin aprés 
la crise, se montra fortement positive : réaction papuleuse de 
1 centimétre de diamétre. 


OsservaTion III. — Mau... (Jean), vingt-quatre ans, entre, le 10 juillet 1931, a 
Vhopital Bichat dans un état d’agitation délirante alternant avec des crises 
de somnolence presque comateuse. 

On ne peut en tirer aucun renseignement, sinon qu'il serail malade depuis 
trois jours. 

L’examen montre lexistence d’un syndrome méningé des plus nels : rai- 
deur de la nuque, signe de Kernig, raie méningitique. La respiration est irré- 
guliére, enlrecoupée de pauses. Les téguments des membres inférieurs sont 
couverts de pétéchies. 

On découvre, en outre, une importante rhino-pharyngite avec angine rouge. 

Incontinence d’urine; constipation absolue. Température irréguliére pré- 
sentant de brusques clochers thermiques & 39° ou 40°. 

La ponclion lombaire permet de retirer un liquide séro-purulent ot l’on 
trouve des polynucléaires trés altérés et une quantité considérable de ménin- 
gocoques intra et extracellulaires, sans aucun bacille acido-résistant. Le 
liquide contient, en outre, 1 gr. 50 d’albumine et seulement 0 gr. 48 de 
glucose 

Ce malade fut traité énergiquement par la sérothérapie intrarachidienne et 
intramusculaire. On utilisa d’abord lesérum polyvalent, puis, le germe ayant 
été identifié comme un méningocoque A, par Etienne Roux, au laboratoire 
de Dujarrio de la Riviere, on injecta du sérum antiméningocoque A dans la 
cavilé rachidienne. Le 25 juille/, apparition d’accidents sériques trés impor- 
tants (érythéme, arthralgies). Ils coincident avec une amélioration de l’état 
général du sujet. D’ailleurs, les méningocoques tendent a disparaitre du 
liquide: céphalo-rachidien. Le 29 juillet, om n’arrive plus & en mettre en évi- 
dence sur les étalements. 
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On inslitue cependant, devant la persistance de la fiévre et des raideurs, 
un traitement par injections intraveineuses de Lrypaflavine. 

Le 3 aowt, une nouvelle ponction lombaire montre une quantité considé- 
rable de méningocoques, toujours sans hacilles acido-résistants. 

On reprend trés prudemment la sérothérapie le 4, d’abord par voie intra- 
musculaire, en faisant précéder l’injection principale par deux petites injec- 
lions de 0,5 et de 4 cent. cube. L'injection se passe normalement. 

Le lendemain, devant l'aggravation de l’état général, on se croit autorisé 
4 faire une injection intrarachidienne de 30 cent. cubes de sérum., 

Le soir méme, le malade succombe au cours d'une crise d cedéme aigu du 
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Méningite cérébro-spinale 4 méningocoque A. Bacillémie tuberculeuse. 


poumon, malgré une saignée de 300 cent. cubes et une injection douabaine. 
L’autopsie n'a pas pu ¢tre pratiquée. 


Chez ce malade, une hémoculture, le 3! juillet, met en 
évidence l’existence d’une bacillémie tuberculeuse que rien ne 
pouvait faire prévoir. On n’avait recherché, chez ce dernier 
malade, ni les réactions tuberculiniques, ni Ja présence d’anti- 
corps tuberculeux dans le sang. 7 

Il faut seulement noter que son frére serait mort antérieure- 
ment d’une méningite qualifiée de tuberculeuse. 


Ainsi, la pratique de l’hémoculture a permis, en employant 
une technique appropriée avec des milieux de culture fayo- 
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rables, de déceler le bacille de Koch dans le sang au cours 
d’une pneumonie franche aigué, d’une endocardite maligne et 
d'une méningite cérébro-spinale. 

Hst-ce & dire que ces constatations permettent de penser que 
la pneumonie franche aigué, que l’endocardite maligne, que la 
méuingite purulente, étaient causées par le bacille de la tuber- 
culose? Est-ce & dire que toutes les fois que l'on constate le 
bacille de Koch dans la circulation au cours d'une maladie 
aiguié déterminée, celte maladie, de ce fait, doit étre considérée 
comme d’essence tuberculeuse? Tel est le probleme que sou- 
lévent les faits que nous apportons aujourd hut. 

Il est certes bien tentant, et souvent parfaitement légitime, 
d’affirmer qu'un germe isolé du sang d'un malade est le germe 
causal de sa maladie. Mais ne sait-on pas que, souvent, | injec- 
tion d'une culture microbienne 4 un animal de laboratoire 
fait apparaitre une autre variété microbienne ; que le premier 
microbe fait ainsi sortzr de Vorganisme un deuxitme microbe, 
pathogéne ou non? 

Ne sait-on pas avec quelle fréquence les paratyphiques se 
multiplient dans l’organisme au cours dinfeclions variées? 
Aprés les avoir admis comme germes pathogénes spécifiques 
dans le hog-choléra, ne leur reconnait-on pas un role secon- 
daire dans la bactériologie actuelle? N’a-t-on pas signalé le 
bacille paralyphique B dauas le paludisme (Job), dans Ja pneu- 
monie franche [Lemierre (1), Loeper], dans la spirochétose 
ictéro-hémorragique [Widal et Weissenbach (2)|? Et dans ce 
dernier cas — remarquons la complexité du probleme —, le 
paratyphique dinfection assoviée provoquait dans Vorganisme 
des réactions d’agglutination spécifique ! 

Or, il n’est pas douteux que le paratyphique dans la pneu- 
monie, dans la spirochétose ictérique, dans le paludisme ne 
joue aucun role dans le délerminisme du bloc pneumoniqu, 
de l’hépatonéphrite spirochétique ou de la splénomégalie 
palustre! Et cependant, ce germe, dans I’état actuel de la 


(1) Lemerre et Levesque, « Présence d'un bacille paralyphique B dans le 
sang d’un pneumonique sans fitvre paratyphoide ». Soc. méd. Hoép., Paris 
7 juillet 1922, p. 1043. 

(2) F. Wiar ‘et R. I. Werssensacn, « Ictére spirochétosique a recrudes- 
cence fébrile. Bacillémie et bacillurie concomitantes a bacille paratyphique ». 
Soc. md. Hép., Paris, 12 mars 1926. ; 
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science, joue cerlainement un role pathogéne évident dans le 
déterminisme d’une variété de fiévre typhoide. 

Les fails que nous apportons aujourd'hui doivent étre inter- 
prétés, croyons-nous, dans le méme esprit, en tenant rigou- 
reusement compte des aptitudes de l’organisme humain a 
héberger le bacille de Koch. 

Si, au cours d’une pneumonie franche aigué, ou d'une 
poussée évolutive d’une maladie d’Osler, ou d’une méningite 
cérébro-spinale, nous avons pu déceler le bacille de Koch par 
hémoculture, c’est que les sujets étaient antérieurement atteints 
d'une tuberculose latente, occulte, torpide. A la faveur de la 
maladie aigué pneumococcique, streptococcique, méningococ- 
cique, le bacille tuberculeux qui végétait dans |’organisme 
est sort: de ses repaires et a pu étre caractérisé dans la circu- 
lation sanguine. Mais comme il s’agissait d’un microbe pour 
ainsi dire non pathogéne pour le porteur, que seule une culi- 
réaction tuberculinique permettait de révéler, il ne s’est pro- 
duit de processus tuberculeux aigu secondaire ni chez notre 
pneumonique, resté parfaitement guéri pendant sept mois, ni 
chez nos deux autres sujets qui ont succombé quelques 
semaines aprés leurs hémocultures. La jeune femme atteinte 
d’endocardite streptococcique greffée sur une vieille cardio- 
pathie rhumatismale ne présentait a l'autopsie aucune lésion 
tuberculeuse visible & l'examen macroscopique le plus minu- 
tieux. Les bacilles qui avaient essaimé dans la circulation 
étaient sans doute partis d’un ganglion médiastinal sans lésion 
visible & ceil nu (1). Notre méningitique, aprés une phase de 
franche amélioration sous l’influence de la sérothérapie anti-A, 
succombait 4 la repullulation massive des méningocoques A 
dans ses méninges sans qu’aucun hacille acido-résistant ait pu 
étre décelé dans le liquide céphalo-rachidien. 

Devons-nous ratlacher 4 l’extréme malignité de ces deux 
derniers cas la bactériémie tuberculeuse positive? Nous en dou- 
tons, car, dans notre troisiéme cas, il s’agissait d’une pneu- 
monie banale suivie d'une guérison parfaite et durable, con- 


(1) C. Rerrrer et E. Loewenstein ont trouvé chez une rhumatisante morte 
des progrés de sa maladie (et qui avait antérieurement présenté deux hémo- 
cultures tuberculeuses positives) deux foyers ganglionnaires tuberculeux. 
M. M. W., 78, n° 12, 20 mars 1931. 
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trdlée radiographiquement quatre mois aprés. Ne sail-on pas 
d’ailleurs, depuis Lowenstein, la fréquence de la bacillémie 
tuberculeuse dans des maladies non mortelles, comme la sclé- 
rose en plaques et le rhumatisme articulaire aigu? Le déclen- 
chement de la bactériémie tuberculeuse par d’autres virus ne 
présente sans doute pas toujours par lui-méme un caractére de 
gravité immeédiate absolue. 

Nous en arrivons donc a conclure que le bacille de Koch, chez 
nos trois malades, s'est comporté comme un virus.de sortie avi- 
rudent; ce n'est pas lui qui était agent pathogéne de la maladie 
qui a provoqué ou non la mort; c’est le streptocoque, c'est le 
pneumocoque, c'est le méningocoque qui étaient réellement 
les agents pathogénes; ce somt eux qui ont provoqué |’un 
Vendocardite maligne, l'autre le bloc pneumonique, le dernier 
enfin la pie-mérite généralisée. Le bacille de Koch a été révélé 
par hémoculture comme un agent pathogene accessoire. Ce 
n’est pas lui l’agent responsable de la maladie qui, par deux 
fois, a provogué la mort. 


Autre caractere fondamental : les bacilles tuberculeux isolés 
du sang de nos malades élaient des bacilles virulents du type 
humaan. On ne peut donc envisager l’erreur théoriquement 
possible d’un bacille tuberculeux aviaire qui aurait cultivé a 
partir d’un @uf provenant d’une poule tuwberculeuse et incor- 
poré dans le milieu de culture. 

Voici les caractéres des trois bacilles que nous ayons isolés, 
qui nous permettent de les classer en toute sécurité : 


[. Soucne Gra.... — Sur deux des six tubes ensemencés le 14 juin 1931, 
nous observons, le 2 juillet, une colonie visible macroscopiquement. Cha- 
cune présente un diamétre de 2 millimétres environ, est stche, rugueuse 
et itres peu ipigmentée. Les bacilles qui les constituent sont nettement 
alcoolo-acido-résistants. Ils sont longs et granuleux. La méthode de Gram 
met en évidence de nombreuses granulations gramophiles. Aprés trois 
semaines, les cultures de repiquage sont abondantes, restent peu pigmentées 
et prennent l’aspect normal des bacilles typiques des mammiferes. 

Les cobayes inoculés avec 0 gr. 0005 de culture par voie sous-cutanée 
meurent en quatre-vingt-quatorze & quatre-vingt-dix-huit jours avec toutes les 
lésions classiques de la tuberculose, type Villemin. CGeux, inoculés avec 
0 gr. 00001, meurent aprés cent yingt-cent quarante jours; ceux, inoculés 
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avec 0 gr. 000004, meurent aprés cing mois et demi a six mois avec des 
lésions caséeuses diffuses de tous les organes (rate pesant 6-8 grammes). 
Les lésions histologiques du cobaye sont les lésions classiques de la tuber- 
culose type Villemin; en particulier, on trouve dans des tubercules sous- 
pleuraux les cellules géantes caractéristiques. 

Cing lapins restérent indemnes, bien qu’inoculés avec 0 gr. 0001, 0 gr.00004 
et 0 gr. 000001 de culture. Sacrifiés aprés trois et quatre mois, ils ne pré- 
sentaient aucune lésion. Un sixiéme lapin, inoculé avec 0 gr. 0001 de culture, 
est sacrifié en pleine santé aprés sept mois et demi. On lui trouve exclusi- 
vement au poumon une dizaine de granulations grises qui se révélent A 
lexamen histologique comme des tubercules typiques, avec cellules géantes, 
couronne lympho-plasmocytaire, et méme pour l’un d’entre eux, nécrose 
centrale, pycnose nucléaire, aspect acidophile des protoplasmas et appari- 
tion de polynucléaires. Dans un tubercule, on trouve un bacille acido- 
résistant. 

Toutes les poules inoculées (dans la veine avec 0 gr. 0004 et 0 gr. 00001) 
restérent indemnes, méme apres cing mois. 

Cette souche, cultivée sur milieu de Sauton, a permis d’exfraire une 
tuberculine qui s'est montrée sur l’homme identique dans ses effets a la 
tuberculine brute de l'Institut Pasteur. Les réactions cutanées ont été de 
méme type et de méme évolution. 


If. Soucne Mic.... — Des six tubes ensemencés avec le sang de Mig..., 
dans l'un seulement, aprés dix-neuf jours, nous constatons la présence de 
nombreux bacilles acido-résistants, en faisant une préparation microscopique 
par raclage. Un examen attentif 4 la loupe nous fait supposer l’emplace- 
ment d'une colonie. Avec le fil, nous I'étalons sur place et, en effet, le 
27 juillet 1931, c’est-a-dire aprés trente-deux jours, nous voyons deux belles 
colonies rugueuses, séches, qui décolorent le milieu au pourtour et en pro- 
fondeur. Repiqués sur de nouveaux milieux, on obtient des cultures trés 
abondantes d'un bacille tuberculeux qui, par ses caractéres culturaux, se 
ralttache aux bacilles tuberculeux des mammiféres. Sur milieux sans glycé- 
rine, les cultures ne se développent pas. Les bacilles sont, en général, 
longs, assez minces et tres granuleux. Colo1és au Gram, ils présentent de 
nombreux granules gramophiles. Avec la coloration de Ziehl, 4 cété de 
bacilles bien acido-alcoolo-résistants, on observe des bacilles et des granules 
qui ne gardent pas le Ziehl. Les cultures sur pomme de terre dégagent 
aprés un mois une forte odeur de tuberculine et se pigmentent légérement. 

Pour Videntification de la souche, nous avons pratiqué Vinoculation 4 des 
cobayes, 4 des lapins et a des poules. Les cobayes seuls, inoculés avec 
0 gr. 0005 de la culture, ont présenté une tuberculose caséeuse généralisée 
avec chancre d’inoculation aprés soixante-soixante-cing jours. Les cobayes 
inoculés avec 0 gr. 0001 ont présenté, aprés un mois, des ganglions ingui- 
naux gros comme des haricots et, sacrifiés 4 la fin du deuxiéme mois, des 
lésions discrétes de la rate et des rares tubercules des poumons. 

Les cobayes qui ont reeu 0 gr. 00001 et 0 gr. 000001 de la méme souche ont 
tous fait des lésions locales. Les ganglions inguinaux étant en moyenne gros 
comme des pois vers la fin du deuxiéme mois. 

Les lésions régressent ensuite lentement et, aprés six mois, ont complete- 
ment disparu. A l’autopsie on n’en trouve plus de vestiges nets et examen 
microscopique ne décéle pas de bacilles acido-résistants dans les ganglions. 

Les lapins et les poules qui ont regu par voie veineuse 0 gr. 0001 et 
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0 gr. 00001 de culture n’ont pas présenté le moindre trouble. Sacrifiés apres 
des délais variés, entre deux et sept mois, ils n’ont montré aucune lésion 
tuberculeuse. 

Avec cette souche (Migno.), nous avons obtenu une montée de virulence 
notable en inoculant 1 milligramme (0 gr. 001) de culture dans un ganglion 
cervical A un cobaye. L’animal mourut en vingt jours avec des lésions 
alvéolaires diffuses des poumons et des adénopathies caséeuses au niveau 
des ganglions cervicaux et trachéobronchiques. Dans Jinfiltrat alvéolaire 
se voient de nombreuses cellules géantes avec bacilles acido-résistants 
inclus. 


Des caractéres morphologiques de la culture qui se déve- 
loppe seulement en présence de glycérine, et des résultats des 
inoculations aux animaux de laboratoire, nous devons conclure 
quils’agit d’un bacille tuberculeux de type humain, de viru- 
lence moyenne. 


Ill. Soucne Mau... — Deux mois aprés l’ensemencement du sang, dans un 
seul tube, nous avons observé deux colonies de 1 & 2 millimétres de dia- 
métre, séches, rugueuses, dont les bacilles avaient les mémes particularités 
que les précédentes quant 4 la forme et au nombre des granulations gramo- 
philes et a la propriété alcoolo-acido-résislante. Les cultures oblenues par 
repiquage ne poussent que sur milieux glycérinés et sont plus pigmenlées 
sur pomme de terre que les deux premiéres. 

Les poules et les lapins inoculés dans les mémes condilions que ci-dessus 
restent indemnes. Les cobayes succombent avec une caséose massive du 
‘ foie et de la rate apres trente-quatre, soixante-quatre et quatre-vingt-dix 
jours pour des doses de 0 gr. 001, 0 gr. 0005 et 0 gr. 00001 de culture. 


Ces différents caractéres permettent donc d’affirmer qu’il ne 
s'agit pas de tuberculose aviaire — les poules restant indemnes 
— ni de tuberculose bovine — les lapins ne s’infectant pas —. 
La virulence des trois souches pour le cobaye dénote une 
origine humaine. Ces trois souches sont inégalement viru- 
lentes. Pour une méme dose, par exemple 1/2 milligramme 
de culture en injection sous-cutanée, les cobayes meurent en 
soixante jours (scuche Mig.), en soixante-quatre jours (souche 
Maug.) et en quatre-vingt-quatorze 4 quatre-vingt-dix-huit 
jours (souche Grandem.). 

Les lésions anatomiques du cobaye sont les lésions classiques 
de la tuberculose du type Villemin, aussi bien macroscopiques 
(caséum) que microscopiques (cellules géantes multinucléées 
englobant des bacilles acido-résistants : souches I et II). 

C'est dire que l’on peut accepter sans difficullés ni réserves 
que nos trois souches étaient bien des bacilles du type humain 
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Comment se fait-il dés lors, s'il s’agit de bacilles humains 
virulents, que nos trois malades n’aient pas présenté de signes 
cliniques ou anatomiques de tuberculisation? Nous n’avons 
constaté chez eux que des signes de tuberculose occulte : cuti- 
réaction 4 la tuberculine fortement positive, et dans un cas 
anticorps tuberculeux positifs en se servant soit de l’antigene 
de Besredka, soit du BCG. 

A lautopsie de l'un d’entre eux, il fut impossible de trouver 
anatomiquement la preuve d’une pullulation quelconque du 
bacille de Koch : un autre, le pneumonique, guérit entiérement 
et un examen aux rayons X ne permit de rien déceler 
d’anormal quatre mois plus tard. 

En réalité les bacillémies tuberculeuses que nous avons pu, 
par hasard, saisir au passage, devaient é¢tre des bactériémies 
paucibacillaires. Le petit nombre des colonies microbiennes 
trouvées pour chaque sujet, une ou deux colonies au maximum 
pour 10 cent. cubes de sang, est en faveur de celte thése. On 
concevrait de la sorte qu’une bacillisation classique de ]’orga- 
nisme ne s’ensuive pas fatalement aprés une si pauvre bacté- 
riémie. 

Néanmoins il ya lieu de penser que la bactériémie provo- 
quée par une maladie aigué est susceptible d’engeadrer un 
processus aigu de bacillisation. 

Le fait suivant que nous avons récemment observé, bien qu'il 
ne présente pas une valeur démonstrative absolue, est, a cet 
égard, éminemment suggestif : 


Un garcon de seize ans, Clément J..., entre a lhopital le cinquiéme jour 
d’une pneumonie survenue brutalement en pleine santé. Il se plaint de dou- 
leurs poignantes a la base gauche, de dyspnée, de sensation d’étouffement 
de diarrhée, de vomissemenlts. A l’auscultalion, on trouve tous les signes 
d'un foyer pn‘umonique de la base gauche. Une crise brusque termine la 
maladie le septiéme jour par la guérison. 

Le facies du malade, un peu souffreteux, avait néanmoins alttiré l’atten- 
tion. Bien gue !’examen des crachats, rouillés, eit décelé du pneumocoque 
et que l'inoculation 4 la souris etit provoqué la mort de celle-ci en quarante- 
huit heures avec septicémie pneumococcique, on recherche également les 
bacilles de Koch dans ses crachats : on en trouve quelques-uns aprés 
homogénéisation. 

Simultanément on recueillait 10 cent. cubes de sang citraté pour la 
recherche de la bacillémie qui devait se montrer positive ullérieurement. 

Les réactions bio-cliniques de tuberculose étaient toutes posilives : une 
intradermo-réaction était positive au milliéme, le Vernes-résorcine s‘élevait 
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4 35, la radiographie des poumons aprés guérison de la pneumonie décelait 
des infiltrats légers A la base gauche, et la température ne restait pas rigou- 
reusement normale. 

L’examen des cultures du sang, huit semaines aprés la pneumonie (le 
14 janvier 1932), permettait de trouver deux bacilles acido-alcoolo-résistants 
typiques en raclant la surface des milieux, ot! aucune colonie n’était visible 
méme a la loupe. Le repiquage de cette culture est resté slérile et nous 
pensons que le hasard seul nous a permis de déceler quelques unités bacil- 
laires sans vitalité aucune. 


Voila done un sujet chez lequel une bactériémie discréte a 
coincidé avec une expectoration bacillifére provoquée par une 


Bacillémie | 


Pneumonie. Tuberculose latente. 


pneumococcie aigué! C’est la transition naturelle avec les trois 
faits que nous avons exposés au début de ce travail. 


Quelles conclusions tirer de ce qui précéde? Tout d’abord il 
y aun fait certain, quoique difficile & démontrer et délicat a 
interpréter : c'est que de bacille de Koch peut étre mis en évidence 
dans le sang de lhomme au cours de maladies non tubercu- 
leuses. Cette constatation doit rendre l’observateur extreémement 
circonspect lorsqu’il envisage l’étiologie d'un syndrome mor- 
bide quelcongue, avant de conciure A sa nature tuberculeuse. 
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On peut admettre, d’autre part, qu’a la faveur d'une infec- 
lion aigué, le bacille de Koch, enclos jusque-la dans quelque 
lésion occulte peut en sortir e¢ passer dans le sang sans provoquer 
la bacillisation de Uorganisme. 

L’avenir nous apprendra dans quelle proportion ces sujets a 
bacillémie positive au cours d’une maladie aigué présentent 
ultérieurement ure poussée évolutive tuberculeuse. 

La pratique réguliére et répétée de I’hémoculture, la con- 
frontation des données bactériologiques avec l’observation 
suivie des malades, Je relevé rigoureux des réactions spéci- 
fiques et leur évolution, tout devra étre mis en cuvre pour 
apprécier dans quelle mesure le bacille tuberculeux observé 
dans le sang des malades peut étre considéré comme un virus 
de sortie sans valeur pathogéne actwel/e, ou s'il est l’annon- 
ciateur d’un processus évolutif tuberculeux qui se prépare. 


Note additionnelle. 


Depuis la rédaction de ce mémoire, nous avons présenté a l’Académie de 
Médecine (séance du 3 mai 1932) une courte note résumant nos travaux. A 
la séance du 31 mai 1932, 4 la méme Académie, le professeur Sergent a 
accepté notre interprétation dans sa communication sur la « Réactivation 
des foyers tuberculeux latents et les bacilles de Koch de sortie ». 


PROTECTION AGAINST TUBERCULOSIS WITH BCG 
VACCINE IN GUINEA-PIGS 


by KONRAD E. BIRKHAUG. 


(From the Department of Bacteriology, University of Rochester 
School of Medicine and Dentisiry, Rochester, New York. 


That the movement has gained a new and significant impelus 
in recent years to increase man’s resistance against tuberculosis 
infection by means of artificial tuberculization is indisputable. 
The credit for this added interest is mainly due to the develop- 
ment of BCG. (Bacillus Calmette-Guérin) whose virulence is 
so low that even in large doses it is incapable of producing 
progressive tuberculosis when admiuistered enterally or paren- 
terally. Much evidence is already available that as a vaccine 
the BCG is capable of arousing an effective immunity response 
both in animals and man, either partly or wholly, to ward off 
an attack of virulent disease. Such were the claims originally 
made for the BCG by Professor Calmette and his colleagues at 
the Pasteur Institute. Not only in France and her colonies, but 
throughout the world, extensive experiments are in progress to 
appraise the full value of BCG as a prophylactic measure 
against tuberculousinfection. Itis undeniable that the majority 
of investigators uphold Calmette’s original thesis of the harm- 
lessness of BCG vaccination. On the other hand, a few oppo- 
nents have voiced their belief that the BCG culture is not 
wholly avirulent, but that it is capable occasionally to produce 
progressive and fatal tuberculosis. One notes with interest 
that most workers claiming virulence for BCG resort to experi- 
mental artifices which deviate from Calmette’s method of cul- 
turing the BCG. Such artifices include the cultivation of BCG 
on special media, in relative anaerobiosis, in pure culture or in 
combination with other virulent or avirulent organisms, and, 
again, in variant colonies dissociated from the original whole 
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culture, such as smooth ‘‘ S ” and rough ‘‘ R” strains. And 
while the controversy continues to be waged between adherents 
and opponents of Catmette’s contention of the harmlessness of 
BCG as a vaccine, over one million infants and numerous 
adulls have been subjected to vaccination with this living orga- 
nism. It is needless to stress the utmost importance of conti- 
nued investigation of the fixity of this strain of tubercle bacillus 
until the proof of its reputed avirulence has been adequately 
presented by laboratory workers everywhere and by experiments 
conducted along entirely different lines. It is true that sharp 
criticism has been voiced in some quarters against the conser- 
vative attitude assumed by English and American investigators 
who maintain that the extensive use of BCG in human beings 
is unjustifiable on the ground that this culture is not a fixe | 
virus and may mutate to become dangerous. A passionate 
analysis of this atlitude has been given by Petroff who 
frankly anticipates a catastrophe to happen by the continued 
use of BCG. The soundness of this conservative stand is 
beyond question when human lives are concerned. But in 
spite of the Liibeck tragedy which needs must be ascribed to 
neglect in certain important precaulions, as was reflected in 
the verdict rendered by the Superior Court at Liibeck, no 
cause for great alarm has been occasioned by the universal use 
of BCG in over one million persons. 

Some justification exists for the use of a living organism such 
as BCG inasmuch as the employment of dead tubercle bacilli 
for the prevention of tuberculosis has never yielded results 
sufficient to make such vaccinations popular. Of late the 
belief is growing among medical experts that only the living 
attenuated tubercle bacilli can stimulate adequate resistance 
with which to ward off virulent infection. The popularity of 
BCG is directly attribulable to this belief. But whether or not 
vaccination with BCG will continue to meet with universal 
approval must depend largely upon irrefatable proof that the 
vaccine is harmless. 

The present study was undertaken three years ago because 
of existing conflicts in experimental data and difference of opi- 
nion that BUG is capable of arousing an effective immunity 
response against virulent disease. The questions | have 
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essayed to answer in the following experiments are these : 

Is the BCG culture avirulent and incapable of producing 
progressive tuberculosis in guinea pigs? 

Is BCG capable of arousing an allergic response in newly- 
born or adult guinea-pigs vaccinated enterally or parenterally? 

Is the degree and duration of cutaneous allergy related to 
resistance to superimposed virulent infection? 

Do cultures of dissociated smooth ‘* S” colonies of BCG 
produce progressive tuberculosis in guinea pigs as claimed by 
Petroff and his colleagues? 

Finally, does the cultivation of BCG in deep: broth cultures 
restore the original virulence of the culture as claimed by 
Dreyer and Vollum? 

An enormous literature has accumulated, which answers 
most of these questions, since this study was undertaken. It 
is felt, however, thal much more confirmatory evidence of the 
validity of claims made for BCG vaccination is highly desirable. 


Iix PERIMENTAL. 


TUBERCULINOGENIC PRINCIPLE Of BCG WHOLE AND DISSOCIATED 
cuLtures. — Three strains of BCG were employed in these 
studies : BCG-Park No. 10, BCG-Rockefeller No. 9 and BCG- 
Pasteur No. 420-32, generously sent me by Drs. William 
H. Park, Florence R. Sabin and A. Calmette. No appreciable 
difference existed between these strains morphologically or 
culturally. Monthly transfers were made on Dorset’s glycerin- 
ege, Calmette’s glycerine-bile potato, glycerine potato and 
Sauton’s synthetic medium. Extreme care has been taken to 
keep these cultures separate from virulent acid-fast organism. 
During the past year all BCG material was kept in a separate 
room accessible only to me and with the double precaution of 
placing a padlock on the incubator. Although Calmette has 
advocated the sole use of glycerine-bile potato, glycerine potato 
and Sauton’s synthelic medium for the cultivation of BCG, I 
have carried the Park and Rockefeller strains on Dorsel’s gly- 
cerine-egg medium for 3 years wilhout having observed any 
enhancement of virulence. Dissociation of BCG into “*R” and 
‘© S " colonies was accomplished by allowing the emulsified 
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and paper filtered suspension to flow over the surface of 20 Petri 
plates containing Petroff’s gentian-violet egg medium. These 
plates were sealed with rubber bands and incubated at 37°C 
from 3 to 8 weeks. Only a few ‘*S” colonies were available 
and these were transferred to slants of Petroff’s gentian-violet 
medium for further cultivation. The ‘“ R ” colonies. which 
predominated on all the plates were treated similarly. Even- 
tually these cultures were floated on Sauton’s synthetic medium 
and 5 per cent glycerinated broth for the production of tuber- 
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culin. Whole cultures of BCG and the virulent strains of 
‘“ Hf,” and ‘* Bovine Vallee ” were also floated on Sauton’s 
synthetic medium and 5 per cent glycerinated broth for the 
production of tuberculin. These cultures were grown for 
6 weeks. At that time the entire culture was heated on the 
waler bath at a temperature varying between 80 and 90°C until 
reduced to one-tenth the original volume. Final fillration 
took place through a Berkefeld N candle. A 5 per cent solu- 
tion of tuberculin was always prepared in saline shortly before 
use and a standard dose of 0,1 cc. was always injected intra- 
cutaneously. The maximum diameters of redness observed 
48 hours afler injection of the tuberculin were recorded. 
Table I shows the tuberculin reactions in tuberculous guinea 


(1) Maximum diameters of redness 48 hours after injection. 
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pigs tested simultaneously with tuberculins produced by the 3 
BCG cultures and the virulent ‘‘ H,,”’ and ‘‘ Bovine Vallee ”’. 
It will be noted that no striking difference exists in the cuta- 
neousreaclions elicited with these various tuberculins. Table Il 
also shows that little or no difference obtains in the culaneous 
reactions elicited in tuberculous guinea pigs injected simul- 
taneously with tuberculins produced by the whole BCG culture 
or its variant ‘‘ R” and ‘‘ S ” colonies and that these reactions 
compare well with those obtained by tubercultms produced by 
virulent strains of tubercle bacilli. Inasmuch as it is generaily 


Taste Il. — Tuberculin Reactionsin Tuberculous Guinea Pigs Tested 
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believed that cutaneous allergy is a definite expression of 
immunity against virulent tuberculous infection, it is interes- 
ting to know that the BCG cultures employed universally for 
immunization against tuberculous disease contain the same 
tuberculinogenic principle as thal possessed by cultures of 
virulent tubercle bacilli. 


IMMUNITY EXPERIMENTS with BCG on ouINEA PIGS. 


I. Rtestsrance or ORALLY BCG vacctnatED NEWLY-BORN GUINEA- 
PIGS TO VIRULENT TUBERCULOUS SUPERINFECTION. — Ten newly-born 


(1) Maximum diameters of redness 48 hours after injection. 
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and tuberculin-negalive guinea pigs, weighing on the average 
80 grams, were fed 10 mgm (dry weight) of a 4 weeks culture 
of BCG-Park No. 40 froma pipette. During the first 4 days 
acid-fast organisms were recovered from the feces in abundance 
both in smears and in cultures prepared by Corper’s method 
oa gentian-violet potato. The passage of acid-fast organisms 
in the feces rapidly diminished until no organisms were found 
in 7 guinea pigs on the sixth day. A few organisms persisted 
in the feces in (guinea pig until the ninth day in the remaining 
2 animals until the thirteenth and filteenth days respectively. 
Diarrhea developed in 3 guinea-pigs on the day following the 
feeding of BCG, but cleared up promptly during the next 2 days. 
Intracutaneous tuberculin tests were performed at bi-weekly 
intervals with 0.1 cc. of a 5 per cent solution of bovine old 
tuberculin (Mulford) and the reading of the reaction was taken 
48 hours after the intraculaneous injection. The first positive 
reaction occurred 15 weeks after the BCG feeding in 2 guinea- 
pigs; in 19 weeks 4 out of 10 guinea pigs gave positive 
tuberculin reactions. During an interim of 6 months following 
the oral administration of 10 mgm. of BCG no indications of 
tuberculous infection were noted in any of these animals and 
the average weight had increased from 80 to 342 grams. 

Six months after the feeding of BCG approximately 
100 virulent and living ‘“‘ H,, ” tubercle bacilli were injected 
subcutaneously in the right inguinal region in the 10 vacci- 
nated and 10 control guinea-pigs of about the same weight and 
age as the vaccinated animals. No immediate allergic mani- 
festations were observed in any one of the vaccinated guinea. 
pigs at the site of inoculation. The curves of average weight, 
tuberculin sensitivity and period of survival of the vaccinated 
and control groups of guinea pigs are shown in Chart I. It 
will be noted that 60 per cent of both groups became strongly 
tuberculin positive within 3 weeks following the virulent super- 
infection and that 2 weeks afterwards 100 per cent of both 
groups showed positive tuberculin reactions. The tuberculin 
test was repeated at monthly intervals and remained solidly 
positive until death of the animal took place. 

No striking difference obtained between the vaccinated and 
control groups in the weight curves. The average period of 
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survival of the vaccinated group was 220 days as compared with 
197 days for the control group. The difference of only 23 days 
in favor of the vaccinated guinea-pigs would seem negligible. 

Autopsy material, both gross and microscopic, failed to reveal 
any marked difference, in degree and distribution of tuberculous 
lesions, belween the vaccinated and control groups. It would 
appear, therefore, that the oral administration of BCG in 
newly-born guinea pigs fails to arouse sufficient immunity 
response to ward off fatal and progressive tuberculous disease. 

These findings of irregular tuberculin sensitization and no 
increased resistance to superimposed virulent infection are 
readily explained by the experiments recently reported by 
Wethmar and Brunzema and Griffith who found that only 
a very small proportion of orally administered BCG orga- 
nisms were capable to penelrate the mucous membrane of the 
alimentary tract and to pass to the neighbouring lymph glands 
to set up localised tuberculosis. The results reported, it would 
appear, do not support the contention of Calmette that the 
mucous membrane of the alimentary canal of the newly-born 
guinea-pigs is more permeable to the passage of BCG than that 
of older animals. Further study of parenteral administration 
of BCG, which will be discussed below, definitely indicates that 
the enteral mode of administering BCG yields the most uncertain 
results in increasing an animal’s resistance to: superimposed 
virulent tuberculous infection. 


II. Resisrance oF tNrRAPERITONEALLY BCG vaccINATED GUINEA- 
PIGS TO VIRULENT TCBERCULOUS SUPERINFECTION. — Ten normal and 
tuberculin-negative guinea-pigs, weighing on the average 
580 grams, were injected intraperitoneally with a saline 
suspension containing 20 mgm. (dry weight) of a 4 weeks 
culture of BCG-Park No. 10. No immediate and unfavorable 
symptoms and signs developed following the inoculation: 
Intracutaneous tuberculin tests were performed at bi-weekly 
intervals with 0.1 cc. of a 5 per cent solution of bovine old 
tuberculin (Mulford) and the reading made 48 hours. later. 
Within 2 weeks 30 per cent gave positive tuberculin tests, 
within 4 weeks 100 per cent. Cutaneous allergy began to 
decline at this time and 12 weeks after the intraperitoneal 
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BCG inoculation 60 per cent gave positive tuberculin tests, 
within 14 weeks 10 per cent and when tested within 16 to 
18 weeks all the animals gave negative tests. 

During the interim of 18 weeks following the BCG inoculation, 
the average weight of the vaccinated group had risen from 
580 grams to 724 grams, a net gain of 160 grams. During this 
period no deaths had occurred as a result of the vaccination. 

Development of abscesses aud ulcers, either at the site of 
inoculation or in the scrotal sac occurred between 2 and 3 weeks 
afier the iatraperitoneal BCG inoculation in 4 guinea-pigs. 
The thick creamy caseo-purulent discharge contained numerous 
acid-fast organisms in smears and profuse growth of typical 
tubercle bacilli took place on Corper’s gentian-violet potato 
when the material was streaked across its surface and the 
tubes incubated from 3 to 10 weeks at 57°C. Parti of the caseo- 
purulent discharge was injected sub-cutaneously in 5 normal 
and adult guinea pigs. These were autopsied after 8 to 
10 weeks without revealing tubercles any-where in the body 
except in the adjacent inguinal lymph glands where the puru- 
lent material was injected. As a rule, a localised swelling 
took place at the site of injection, in the course of 2 weeks 
after inoculation, which gradually softened, ulcerated and 
formed a discharging abscess. The adjacent lymph glands 
always participated in the swelling although the glands never 
ulcerated the skin nor became adherent to the same. The 
ulcers and abscesses usually hesled promptly within 4 to 
6 weeks and the only trace of the process was a white scar in 
the overlying skin. 

Nineteen weeks after the intraperitoneal BUG inoculation 
approximately 200 living and virulent ‘‘H,,”’ tubercle bacilli 
were injected subcutaneously in the right inguinal region in 
the 10 vaccinated guinea pigs. A groupof30 normal and tuber: 
culin-negative guinea-pigs, of approximately the same age as 
the vaccinated animals, was likewise injected with about 
200 living and virulent ‘‘H,,” tubercle bacilli. These 30 ani- 
mals will serve the purpose of control for the 3 groups of paren- 
terally vaccinated guinea-pigs and the results reported will 
represent the average mean of body weight, tuberculin sensi- 
tivity and period of survival for the entire group. 
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Localized redness and swelling,/at the site of the subcu- 
taneous injection of the virulent tubercle bacilli, developed 
promptly in all the BCG vaccinated animals. It is interes- 
ting to nole the occurrence of this typical allergic reaction in 
the absence of cutaneousallergy to old tuberculin. This aller- 
gic reaction persisted for 4 days. No similar reactions were 
observed in the control series. Development of an abscess at 
the site of the subcutaneous inoculation occurred in 3 vaccinated 
guinea pigs in the third week after the virulent-superinfection. 
The creamy caseo-purulent discharge contained many acid- 
fast organisms in smears. The process healed rapidly and 
cicatrised completely, leaving only a white scar in the skin. 
The remaining 7 vaccinated guinea-pigs developed slightly 
enlarged inguinal glands in the neighbourhood of the virulent 
infection. The glands became stationary in size and failed in 
every instance to lead to ulceration through the overlying skin. 
No distressing symptoms or signs of progressive tuberculous 
disease developed in the BCG vaccinated group until 
200 days after the virulent superinfection had taken place. 
During this interim the average weight of this group had 
risen to 900 grams, or a net gain of 176 grams since inocula- 
tion with virulent tubercle bacilli, while the control group 
showed a slightly lower gain in weight, namely 158 grams. 

If the hypothesis is true that tuberculo-immunity isa function 
of tissue allergy by which the defense mechanism of the immune 
body is accelerated and exaggerated in the attempt to hem in 
the bacilli of superinfection and by this allergic reaction to 
interfere with the migration of the virulent organisms to 
other parts of the body, then new light will be shed upon this 
hypothesis by correlating the curves of cutaneous allergy 
obtainable in the BCG vaccinated guinea pigs and the 
control non-vaccinated animals. Thus it will be noted that 
90 per cent of the intraperitoneally BCG vaccinated guinea- 
pigs became tuberculin-positive 3 weeks after the virulent 
superinfection and that the reactions rapidly declined to 40 per 
cent in 4 weeks, 20 per cent in 8 weeks and 10 per cent in 
10 weeks. The tuberculin sensitivity remained at this low 
level for 24 weeks and gradually began to rise in direct propor- 
tion with development of symptoms and signs of a progressive 
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and fatal tuberculous infection. In contrast with this sudden 
rise and fall and gradual rise in tuberculin sensitivity, it will 
be noted that the control non-vaccinated animals became 
tuberculin sensitive simullaneously with the vaccinated ani- 
mals, but that the curve of positive reactors remained solidly 
straight after having once become 100 per cent positive. It 
would thus appear that the allergic “barrier”, so impressi- 
vely demonstrated by Krause and Willis is readily stimu- 
lated into action by the BCG vaccination and that the 
visible ultimate consequence is the appearance of delayed, 
abortive or more chronic disease. This is clearly demons- 
trable in the curves of period of survival of the BCG vac- 
cinated and the non-vaccinated animals. Here we find that 
the average period of survival of the vaccinated group was 
304 days as contrasted with 189 days for the control group. 
The mean difference of 115 days in favor of the vaccinated 
animals is significant. The earliest death among the vaccinated 
group took place 177 days after the virulent superinfection, 
while the first control animal died 38 days after injection of 
the virulent tubercle bacilli. 

Autopsy material, both gross and macroscopic, demonstra- 
ted that the vaccinating dose of 20 mgm. of BCG had pro- 
duced a thickening of the omentum, with numerous bands 
and points of fibrous tissue interconnecting the omentum with 
the stomach, folds of intestine, the parietes and the viscera. 
Otherwise, no evidence was oblained, at this late date after the 
imlraperitoneal injection of the BCG that the tuberculous 
lesions, which led to the death of the vaccinated group, differed 
in degree or distribution from those occurring in the control 
group. These findings are in accord with the extensive and 
thorough-going experiments of Krause and Willis who came 
to the conclusion that, in conducting immunily studies, 
the animals should be killed several months after the superim- 
posed virulent infection, in order properly to appraise the 
immity response of the vaccinated animals. Ordinarily, the 
immunity guinea pigs will never have died of tuberculosis as 
early as 3 to 4 months after the virulent superinfection, while 
the non-immunes develop visceral and fatal tuberculosis by 
this lime. 
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ILL. Resistance or suscurANeousLy BCG VAccINATED GUINEA-PIGS 
TO VIRULENT TUBERCULOUS SUPERINFECTION. — Ten normal and tuber- 
culin-negative guinea pigs, weighing on the average 385 grams, 
were injected subcutaneously in the right inguinal area with 
a saline suspension containing 20 mgm. (dry weight) of a 
4 weeks culture of BCG-Park No. 10. The area injected 
showed increasing tumefaction after 10 days and within 16 days 
the overlying skin became deeply red, swollen and firm. A 
softening process took place during the third week and this 
led to ulceration of the skin and abscess formation. A creamy 
caseo-purulent material discharged from the abscess. Nume- 
rous acid-fast organisms were seen in the smears of this male- 
rial and the organism was recovered in culture on Corper’s gen- 
tian-violet potato. Subsequent subcutaneous inoculation of 
this malerial into 3 normal guinea-pigs led to a repetition of 
the abscess formation, rapid healing and formation of scar 
tissue. When these animals were sacrificed 8 to 10 weeks 
later no trace of visceral tuberculosis was found and the regio- 
nal lymph glands showed increased fibrous tissue formation 
surrounding central masses of caseous material. All the abs- 
cesses of the subcutaneously BCG vaccinated guinea-pigs 
heale! and cicatrised completely within 2 to 3 months after 
the inoculation. Adjacent inguinal glands became slightly 
swollen along the tenth day after inoculation. Jn no instance 
was ulceration or abscess formation of the lymph glands noted. 
No symptoms or signs of tuberculous disease developed in 
any one animal during the first 17 weeks after the inocula- 
tion. The group had made an average net gain in weight of 
325 grams during this period. 

The bi-weekly tuberculin tests showed the following résults : 
10 per cent of the animals became tuberculin-positive 2 weeks 
after the subeutaneous BCG inoculation, 30 per cent in 
4 weeks, 100 per cent between 6 and 14 weeks. At this timea 
decline in positive reactions was noted and only 50 per cent 
gave positive tests in 16 weeks and in 17 weeks the entire 
group gave negative reactions. 

During the anergic phase, which occurred in the seventeeuth 
week tollowing the subcutaneous BCG vaccination, approxi- 
mately 200 living and virulent ‘‘H,,” tubercle bacilli were 
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injected subcutaneously in the left inguinal region in the 
10 vaccinated guinea-pigs. The control group, tested simi- 
larly, has already been described elsewhere. The injected area 
became greatly swollen, red and soft within 24 hours. This 
allergic phenomenon persisted for 4 days when the process 
promptly subsided. Two weeks after the virulent superinfec- 
tion, a marked local tumefaction occurred at the site ino- 
culated 19 weeks previously with 20 mgm. of BCG. This 
delayed allergic reaction was observed in.every one of the 
{0 vaccinaled guinea-pigs. The swollen areas became soft and 
deeply injected. No ulceration took place to the surface and 
the inflammation process cleared up alter 4 to 6.days. 

Seven guinea-pigs developed an abscess at the site of the 
virulent superinfection 3 weeks afler inoculation. Smears 
made of the creamy caseo-purulent discharge revealed nume- 
rous acid-fast organisms. These processes promptly healed 
and completely cicatrised until only delicate white scars imdi- 
cated the previous site of the abscesses. For about 6 weeks 
following the injection of virulent tubercle bacilli, the regional 
lymph glands became slightly enlarged, but remained stalio- 
nary in size and failed to ulcerate to the surface. No symytoms 
or signs of tuberculous disease were noticeable during 200 days 
after the virulent superinfection. During this interim, the 
average weight curve showed a gain of 190 grams. A gradual 
decline in the individual weight and general health became 
apparent about 32 weeks after the virulent superinfection 

Tuberculin reactions presented the identical sudden rise and 
subsequent delayed rise following the virulent superinfeclion 
as was already described in the animals injected intraperito- 
neally with BCG and later infected with virulent tubercle 
bacilli. Seventy per cent became positive with tuberculin 
1 week after the virulent superinfection, 100 per cent wilhin 
& weeks, with a drop to 30 per cent within 8 weeks and to 
20 per cent from 9 to 20 weeks. A slow rise was observed to 
‘take place about 50 weeks after the virulent superinfection 
when 69 per cent of the guinea-pigs became tubercu in-posi- 
tive and within 65 weeks all the surviving animals gave posi- 
tive reactions. One noles with interest thal the re-occurence 
of positive tuberculin tests is concomitant with ominous 
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symploms and signs of progressive tuberculous disease and 
exitus. 

The average period of survival was 340 days for the subcuta- 
neously BCG vaccinated animals as contrasted wilh 189 days 
for the non-vaccinated controls. The mean difference in longe- 
vity of 151 days, plus 1 surviving animal, are decidedly in favor 
of the subcutaneous mode of BCG vaccination. The earliest 
death among the vaccinated animals took place 151 days after 
the virulent onerintction while the first control animal died 
38 days after an identical virulent superinfection. 

Autopsy material, both gross and microscopic, showed exten- 
sive tuberculous lesions throughout thoracic and abdominal 
organs, with heavy involvement of the lymph glands. Both in 
degree and distribution of tuberculous lesions it was difficult to 
detect any appreciable difference — at this late date after BCG 
vaccination — between the vaccinated and control groups. 

The outstanding and sigaificant feature of BCG tuberculo- 
immunity in guinea-pigs, of retarding the spread of virulent 
tubercle bacilli within the body, is strikingly exemplified in the 
following experiment. Guinea pig No. 93, subcutaneously 
vaccinated with 20 mgm. of BCG, succumbed to visceral tuber- 
culosis 445 days after the virulent superinfection with approxi- 
mately 200 ‘* H,,” tubercle bacilli. At autopsy, a caseous 
mesenteric gland was excised, macerated and emulsified in 
saline. By direct count it was estimated that 0.1 cc. of this 
emulsion conlained approximately 200 acid-fast organisms. 
This dose was injected subcutaneously in the right inguinal 
region. The guinea pig succumbed with extensive visceral 
and pulmonary tuberculosis 52 days after the inoculation. In 
short, the BCG vaccinated guinea pig was capable to resist 
approximately the same dose of virulent tubercle bacilli nearly 
400 days longer than the non- vaccinated control animal. 


IV. — Restsrance OF INTRADERMALLY BCG VAccINATED GUINEA- 
PIGS TO VIRULENT TUBERCULOUS SUPERINFECTION. — Ten normal and 
tuberculin-negative guinea pigs, weighing on the average 
520 grams, were injected intradermalles | in athe skin eerie 
the right inguinal region, with a saline suspension containing 
20 mem. of a 4 weeks culture of BCG-Park No. 10. An intense 
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redness and marked tumefaction occurred 3 days later at the 
site of injection. The inflammatory process led to the pro- 
duction of a small abscess, about 5 to 8 mm. in diameter, about 
the fifth day. A thick caseo-puruleut material discharged 
from the abscess. This material contained numerous acid-fast 
organisms which were recovered in cullure on Corper’s gen- 
lian-violet potato. Subsequent reinoculation into normal 
guinea pigs failed to produce progressive tuberculous disease. 
During the second week after the intradermal inoculation of 
BCG, the surrounding skin began to desquamate and hemor- 
rhage was readily produced from the abscess by light pressure. 
Slight enlargement took place of adjacent lymph glands. 
These became stationary in size and at no time produced ulce- 
ration to the overlying skin. The abscess produced at the 
site of BCG inoculation continued to suppurate for 5 lo 6 weeks 
at which time the wound healed and completely cicatrised. 
At this lime the regional lymph glands were hardly palpable. 
During the interim of 16 weeks following the intradermal 
BCG inoculation no symptoms or signs of tuberculosis develo- 
ped and the average gain in weighl was 230 grams. 

Bi-weekly tuberculin tests with 0,1 ce. of a5 per cent solu- 
lion of bovine old tuberculin (Mulford) showed the following 
reactions : 50 per cent of the animals reacted posilively within 
3 weeks after vaccination, 90 per cent within 5 wecks and 
100 per cent from 6 to 16 weeks. Seventeen weeks after the 
BCG vaccinalion the cutaneous allergy dropped to 50 per cent 
and in 18 weeks to 20 per cent. It appears, therefore, that the 
more durable cutancous allergy is produced by the subcuta- 
neous and intracutaneous methods of administering |he BCG 
vaccine. 

During the anergic phase of cutaneous allerzy in 80 per cent 
of the vaccinated animals, approximately 200 living and viru- 
lent ‘Hi, ” tubercle bacilli were injected subcutaneously in 
the left inguinal region in all 10 animals. The control serics 
of 30 guinea-pigs, similarly injected, has already been described 
under the intraperitoneally BCG vaccinated animals. Within 
24 hours after the virulent superinfection, all the animals dis- 
played the typical Koch phenomenon at the site of the injected 
tubercle bacilli. The deeply injected, soft and swollen area 
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cradually diminished during the following 5 days and no trace 
remained after 6 days. The regional lymph glands participated 
inthe inflammatory reaction and became slightly enlarged. 
The peculiar delayed allergic reaction described above under 
the intraperitoneally and subcutaneously BCG inoculated guinea- 
pigs, was also observed in the intradermally BCG vaccinated 
animals. During the third week after the virulent super- 
infection, the area injected 20 weeks previously with BCG 
suddenly became inflamed and swollen. Thereaction promptly 
subsided within 1 week without producing pigmentalion or 
desquamation in the overlying skin. 

Discharging abscesses developed in 4 guinea-pigs in the areas 
inoculated with the virulent “HH, ” tubercle bacilli. Nume- 
rous acid-fast organisms were found in smears made. These 
abscesses occurred during the third and fourth weeks after the 
virulent superinfection and ‘persisted for 4 to 6 weeks when 
they healed completely. During the following 240 days after 
superinfeclion, the right inguinal glands remained hardly pal- 
pable in all but5 guinea-pigs. During this interim no severe 
symptoms or signs of tuberculous disease were observed in the 
group of vaccinated guinea-pigs and the average weight had 
increased 150 grams. 

The curve of tuberculin sensitivity presented the identical 
sudden rise and fall and subsequent delayed rise following the 
virulent superinfection in the intracutaneously BCG vaccinated 
animals as was (described above under the intraperitoneally 
and subcutaneously BCG vaccinated animals. Within 2 weeks 
after the superimposed infection, 100 per cent gave ‘positive 
tuberculin tests and in 9 weeks only 20 per cent gave positive 
reactions while 10 per cent reacted within 11 weeks. The 
gradual rise in positive reactions followed closely the conco- 
mitant increase in symptoms and signs of progressive tuber- 
culous disease. 

In the series of intradermally BCG vaccinated guinea pigs 
is encountered the most striking and suggestive tuberculo- 
immunity in retarding the fatal issue of virulent superinfection. 
It will be noted that the average period of survival of the vacci- 
nated animals was 417 days following the virulent superinfec+ 
tion and 489 days for ‘the non-vaccinated controls. This 


PROTECTION AGAINST TUBERCULOSIS WITH BCG 645, 


represents the significant difference in longevity of 229 days, 
plus 1 surviving animal, in favor of the intradermal mode of 
BCG vaccination. 

Autopsy material was studied carefully both macroscopically 
and in sections. No appreciable difference was delected at this 
late date after the BCG vaccination between this group and the 
control material. 


VIRULENCE TESTS Witn BUG «In GUINEA-PIGS. 


I. INTRAPERITONEAL INJECTION INTO GUINEA-PIGS OF DISSOCIATED 
smootH ‘* S ” corony strain or BCG curture. — After some 
initial difficulty, Petroff, Branch and Steenken were able to 
dissociate 2 distinct types of colonies of the BCG culture. The 
‘*R” or rough colony was found to grow rapidly on Calmette’s 
glycerine-bile potato medium and in small islands which were 
readily removed from the surface of the medium. These ‘‘R” 
colonies were not easily emulsifiable in saline solution. The 
‘*S ” or smooth colonies were found to grow less rapidly and 
in a veil-like manner close to the surface of the medium. The 
‘S "colonies were emulsified with ease in saline solution. 
These invesligators also demonstrated that the ‘‘ R ” colony 
was only capable to produce a localized tubercle when injected 
parenterally in guinea-pigs. The ‘ S ” colony, on the other 
hand, was found occasionally to produce progressive and fatal 
tuberculosisin guinea-pigs. Itshould be emphasized, however, 
that Pelroff and his colleagues have not as yet been able to 
produce progressive tuberculosis in long series in guinea-pigs 
injected parenterally with large doses of their ‘‘ S ” strain 
cultures dissociated from the original BCG culture. Petroff's 
claim for the occasional virulence of the whole BCG culture 
has been supported by Loewenstein, Galli-Vallerio, Armengol, 
Watson, Chiari, Nobel and Sole, Korschun, Dwijkow and 
Gorochownikowa, Selter and Blumenberg, Sasano and Medlar, 
while Krause, Park and Gerlach more recently have changed 
their opinion about the virulence ofthe BCGculture. Although 
most investigators have been able to dissociate the BCG cul- 
ture inlo typical ‘‘ R ” and ‘‘ S ” colonies, as described by 
Petrofi and his colleagues, yel the claim of virulence for the 
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“S$” colony, as well as the whole BCG culture, has been 
emphatically denied by Neufeld, Bruno Lange, Gerlach, 
Prausnitz, Tzekhnowitzer, Park, Cantacuzéne, Aldershoff, 
Saenz, and Boquet. The following is my own experience 
with the dissociated ‘*S ” colonies of the BCG-Rockefeller 
No. 9 strain. 

Dissociation of this strain was readily accomplished by emul- 
sifying a 3 weeks culture, grown on Sauton’s synthetic medium, 
in a sterile porcelain mortar. The even suspension of orga- 
nisms was passed through a sterile Whalman No. 4 filter paper 
to remove any clumps of organisms. One drop of the filtrate 
was then allowed to run over the surface of Petroff’s gentian- 
violet-egg medium. A rubber band was placed around the 
plate to prevent too rapid evaporation. Twenty plates were 
inoculated and incubated at 37°C. from 3 to 8 weeks. It was 
noted that the ‘* R ” colonies were predominant on all the 
plates and that only a few typical ‘‘ S ’ colonies were available 
for subcultures. ‘These colonies were picked and sown on 
slants of Dorset’s and Petrotf’s media. The initial growth was 
exceedingly slow and corresponded in details to the observa- 
tions made by Petroff and his colleagues. After several gene- 
rations of subculturing, growth was accelerated and eventually 
sulficient growth was available for massive inoculation of ani- 
mals. Exactly 1 mgm. dry weight of the ‘* S,” colony strain 
was injected intraperitoneally in each of 10 normal and tuber- 
culin-negative guinea-pigs whose average weight was 300 grams. 
No immediate and unfavorable reactions were observed in any 
one of the inoculated guinea pigs. Chart VI shows the curves 
of average growth, tuberculin sensitivily and survival of BCG 
in the guinea pig body. 

Nine guinea-pigs are alive (June 17, 1932) 645 days after 
the intraperitoneal injection of 1 mgm. of ‘*S”’ variant colo- 
nies of BCG. Guinea-pig No. 143 died from intercurrent non- 
tuberculous disease 577 days after the intraperitoneal injection 
of 1 mgm. of the ‘*S” culture. The autopsy material will be 
discussed below. The average gain in weight has steadily 
risen from 300 grams to 1036 grams, or a net mean gain of 
736 grams. The curve of tuberculin sensitivity with. 0,1 ce. 
of a5 per cent solution of bovine old tuberculin (Mulford) 
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reads as follows : 3 weeks after the ‘“S” colony inoculation 
40 per cent of the animals reacted positively with tuberculin, 
in 5 weeks 100 per cent, in 9 weeks 80 per cent, in 12 weeks 
60 per cent, in 14 weeks 30 per cent and from 16 to 36 weeks 
20 per cent of the group gave positive tuberculin tests. For 
one year the curve wavered between 20 and 40 per cent of posi- 
tive reactors and since January 15, 1932, tuberculin tests have 
been consistently negative in the surviving animals. 

Survival of BCG in guinea-pig body and its recovery in cul- 
ture. — During the first 110 days after the intraperitoneal 
injection of 1 mgm. of the ‘‘ S ” variant colonies of BCG, 
6 guinea pigs developed from time to time local abscesses in 
the abdominal wall at the site punctured during the intraperi- 
toneal inoculation and also in the scrotal sacs. Noothersymp- 
toms or signs of tuberculous infection occurred in this group 
of animals during an interim of nearly 2 years following the 
intraperitoneal ‘‘ S ” colony inoculation. The caseopurulent 
discharge from the abscesses was sown on Dorset’s and Corper’s 
media. Altogether 141 cultures were made and 38 of these 
tubes showed the presence of colonies of acid-fast organisms 
on the following days from the intraperitoneal inoculation with 
the ‘‘S ” colony culture : 14, 20, 35, 44, 60, 64, 71, 78, 82, 96 
and 109 days. During this interim 14 normal guinea pigs 
were injected with the whole caseous material from these 
various animals and in no inslance was progressive tubercu- 
losis observed in the visceral or thoracic organs when the 
animals were sacrificed 8 to 10 weeks following the subcuta- 
neous inoculation. The purulent lesions were always confined 
locally to the area adjacent to the inoculated site. In subcul- 
tures the caseous material was shown to contain predomi- 
nantly ‘‘R” colonies, indicating that the ‘*S ” colonies injected 
previously had reverted rather early after inoculation into the 
guinea pig body. 

Autopsy material of guinea pig No. 143 revealed that death 
was due to pneumonia. No tuberculous lesions were detected 
grossly or in microscopic sections in the abdominal or thoracic 
organs. Only 3 small mesenteric glands, the size of a pea, 
were found to be enlarged and on section to contain a small 
amount of greenish-yellow thick caseous material. Smears 
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revealed numerous highly granular acid-fast organisms. The 
material fram one gland was treated by Corper’s method and 
sown on 5 tubes of gentian-violet potato. Two of these tubes 
presented 1 and 6 colonies respectively of acid-fast organisms 
after 6 weeks incubation at37°C. The second gland was mace- 
rated in saline and the entire emulsion injected subcutaneously 
in a normal guinea pig weighing 456 grams. This animal was 
sacrificed 10 weeks later and showed 3 enlarged inguinal 
glands at the site ofinjection. On section these glands showed 
well formed tubercles, a few small areas of caseation and 
numerous epithelioid cells. A large amount of tuberculous 
fibrous tissue indicated that the tuberculous process was well 
controlled, 

The longest period of survival of BCG in the guinea-pig body 
was 103 days after inoculation, as recorded by Gritfilh, while 
Bruno Lange failed to recover BCG in culture from an 
animal of any species 6 weeks after inoculation. My own 
cultivation experiments show that the BCG organism may sur- 
vive in the guinea-pig mesenteric lymph gland as long as 
577 days after inoculation without producing progressive 
tuberculosis. It would appear, therefore, that the ‘‘S ” colony, 
dissociated from the whole BCG culture, is harmless when 
injected into guinea pigs. 


I]. IyTRAPERITONEAL INJECTION IN. GUINEA-PIGS OF DEEP BROTH 
cutrures oF BCG (Drever-VotLum metaop). — Dreyer and 
Vollum recently reported that they had succeeded in enhan- 
cing the virulence of BUG for guinea-pigs and rabbits. by 
culturing their 2 strains of BCG (Nos. 1 and 359) in partial 
anaerobiosis on the bottom of flasks containing veal broth. 
This startling work was repeated without success by Saenz 
whose experiments showed that BCG cultivated for several 
generations on the bottom of peptonized veal broth finally lost 
its vitality by progressive rarefaction of living elements, to 
become entirely sterile within 3 months after the first deep 
broth culture implantation, In the following study an atlempt 
was made to repeat the work of Dreyer and Vollum with the 
BCG-Park No. 10 strain employed throughout my  experi- 
ments. On January 13, 1934, liter flasks containing 500 ¢. c. 
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of beef infusion broth, pl! 6.8, were seeded on the bottom with 
about 200 mgm. moist weight of a 4 weeks culture of BCG- 
Park No. 10 grown on Sauton’s synthetic medium. Care was 
taken to eliminate any surface growth. On February 26, the 
cultures were centrifuged, weighed and transferred to other 
flasks containing the same amount of beef infusion broth. 
A small amount of the culture was seeded on Dorset’s and 
Corper’s media. Abundant growth took place in 4 weeks 
at 37°C. No appreciable increment in weight had taken place 
in the deep broth BCG cultures during the first cultivation. of 
44 days. On april 1, the second passage of deep broth BCG 
culture was centrifuged and weighed. No increment in 
weight had occurred after 77 days of partial anaerobic cultiva- 
tion of the BCG culture. A small amount of the culfure was 
sown on 6 tubes of Dorset’s and Corper’s media. Four of 
these tubes remained sterile after 10 weeks’ incubation while 
the remaining 2 tubes showed scant colony formation. Four 
normal and tuberculin-negalive guinea pigs, weighing on the 
average 408 grams, were each injected subcutaneously with 
35 mgm. moist weight of the second passage deep broth cul- 
ture of BCG Chart VIL shows the curves of average weight and 
tuberculin sensitivity of these animals. During an interim of 
440 days from the beginning of the experiment, all the animals 
are alive and have made an average gain in weight of 
511 grams. The tuberculin tests became 100 per cent positive 
2 weeks afler the BCG inoculation and remained solidly posi- 
tive for 20 weeks. Thirty-two weeks after the BCG inocula- 
tion all the animals became anergic to tuberculin. The 
animals are in excellent health (June 16, 1932) and show no 
symptoms or signs of tuberculous disease. Thus it appears 
that BCG cultivated under partial anaerobiosis in deep broth 
cultures fails to show any increased virulence for guinea-pigs. 
On the other hand, it is evident that BCG cultivated for several 
months under partial anaerobiosis, in deep broth cultures, 
loses its vitality, and, contrary to the claims of Dreyer and 
Vollum, is absolutely harmless when injected parenterally in 
guinea-pigs. 
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SuMMARY 


1. The tuberculinogenic principle of BCG is similar to that 
possessed by virulent bovine and human? tubercle bacilli. 

2. No appreciable difference obtains in tuberculous guinea- 
pigs belween the allergic cutaneous reaction elicited with 
tuberculins produced by virulent tubercle bacilli and BCG 
whether whole or dissociated into ‘‘ R ” and ‘‘ S ”’ variant 
colony cultures. ts 

3. The oral administration of BCG in newly: born guinea pigs 
fails to arouse regularly tuberculin sensitization or any 
increased resistance to virulent superinfection. 

4. The parenteral administration of BCG in guinea-pigs is 
capable to arouse localized tuberculous lesions which heal 
promptly without producing progressive tuberculous disease. 

5. The parenteral BCG vaccination of guinea-pigs produces 
regularly tuberculin sensitization and a significant tuberculo- 
immunity which is most marked in animals vaccinated intra- 
cutaneously and subculaneously. 

6. The parenterally BCG vaccinated guinea pigs are relati- 
vely twice as refractory to progressive tuberculosis following 
virulent superinfection than the non-vaccinated animals. 

7. Cultivation experiments demonstrate that BCG may sur- 
vive in the body of the guinea-pig as long as 577 days after 
inoculation without showing any tendency to produce progres- 
sive tuberculosis. 

8. Parenteral administration in guinea-pigs of large doses 
of the ‘*S ”’ smooth colony variant dissociated from BCG is 
capable to arouse localized tuberculous lesions which heal 
promptly without producing progressive tuberculosis. 

9. BCG cultivated under partial anaerobiosis in deep broth 
cultures fails to show any increased virulence for guinea pigs, 
but rather loses its viability after several months’ cullivation. 

10. The experimental data presented indicate that BCG is 
harmles as 2 vaccine and is capable lo arouse an outstanding 
and significant tuberculo-immunity when administered to 
guinea pigs by the parenteral routes. 
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ConcLusIONS 


1. Le principe tuberculinogéne du BCG est identique & celui 
des bacilles tuberculeux virulents bovins ou humains. 

2. Chez les cobayes tuberculeux on n’observe aucune diffé- 
rence appréciable dans les réactions allergiques cutanées pro- 
duites par les diverses tuberculines provenant soit de bacilles 
virulents, soit de BCG normal, soit des souches R et S isolées 
du BCG. ; 

3. L’administration du BCG per os aux cobayes nouveau-nés 
ne les sensibilise pas réguliérement a la tuberculine et 
n’accroit pas sensiblement leur résistance aux surinfections 
virulentes. 

4. L’injection parentérale du BCG aux cobayes détermine 
des lésions tuberculeuses localisées qui guérissent prompte- 
ment sans produire d’infection tuberculeuse progressive. 

5. La vaccination par voie parentérale des cobayes sensi- 
bilise réguligrement ces animaux & la tuberculine et leur 
confére une immunilté antituberculeuse qui est le plus mar- 
quée chez les vaccinés par voie intra-cutanée et sous-cutanée. 

6. Les cobayes vaccinés par voie parentérale avec le BCG 
sont rendus approximativement deux fois plus réfractaires aux 
surinfections tuberculeuses progressives que les cobayes 
témoins non vaccinés. 

7. Les expériences de culture démontrent que le BCG peut 
survivre dans l’organisme du cobaye pendant au moins cing cent 
soixante-dix-sept jours aprés inoculation sans produire la 
moindre lésion de tuberculose progressive. 

8. L’injection parentérale de fortes doses de cultures prove- 
nant de colonies S dissociées du BCG produit chez le cobaye 
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des lésions tuberculeuses locales qui guérissent promptement 
et qui ne déterminent pas de tuberculose progressive. 

9. Le BCG cultivé en anaérobiose partielle dans le bouillon 
en profondeur (selon la méthode de Dreyer et Vollum), n’a 
acquis aucune virulence pour les cobayes; il a, au contraire, 
fini par perdre:sa vitalité aprés plusieurs mois de culture dans 
ces conditions. 

10. Les faits expérimentaux rapportés montrent que le 
BCG est un vaccin inoffensif, et qu'il est capable de conférer 
une immunité antituberculeuse évidente lorsqu’on |’administre 
aux cobayes par les voies parentérales. 


RECHERCHES SUR L’ANAPHYLAXIE 


(DEUXIEME MEMOTRE) 


ANAPHYLAXIE TISSULAIRE 


par DESPLANQUES, SIMONNET et VERGE. 


(Ecole Vétérinaire d’Alfort.) 


L’étude des organes ou des tissus 77 vitro, en survie dans un 
liquide nutritif approprié, a donné d’intéressants résullats, 
particuligrement en pharmacodynamie, et la technique de ce 
mode d’investigation est parfaitementau point a l'heure actuelle. 

I] n'est pas surprenant que cette méthode ait été employée 
pour l’analyse du mécanisme du choc anaphylactique. C'est 
ainsi que Schultz, pour étudier les phénoménes d’anaphylaxie 
sur les muscles lisses, expérimente sur l’intestin gréle du 
cobaye. 

A cet effet, des cobayes sont sensibilisés par injection de 
0 c. c. 01 de sérum de cheval. 

Aprés anesthésie a |’éther et ouverture de la paroi abilomi- 
nale, Schultz excise 20 4 30 centimétres d’intestin gréle quil 
transporte aussit6t dans un bain salin & 32-349, pourvu dun 
apport continuel d’oxygéne. Ce bain est composé de : 


GRAMMES 
INEXGIA A a SAAS eo aC ne nes oF Pe Ce co eer rens 0,85 
TCV 3 wie rte Dat lie NM odes Ee ee A eh ese Ee 0,025 
CAC eine. sees Laetitia een) bode 0,023 
Nai hea ee. ko eee RA ee AME Ae 0,02 
GUITCO SCR a eek ca See SC cme 8 Ok es doers 0,10 
BAL CIEUKES. 705 TU) WEN GOING 5 6 oo 6 A oo 8 One: 


Plongée dans ce liquide, la partie excisée de l'intestin gréle 
garde ses mouvements péristaltiques. Schultz a constaté ju, 
si l'on ajoute au liquide du bain des quantités variables Je 
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sérum frais de cheval, le muscle sensibilisé présente aussitot 
une forle contraction. Quelquefois le muscle reste dans cet état 
de tonus pendant un temps plus ou moins long; le plus sou- 
vent, le segment intestinal se relache et la courbe retourne au 
niveau initial, en huit A dix minules. Le sérum frais de cheval 
produit également une certaine contraction de lintestin chez 
l'animal neuf, mais celle-ci est beaucoup moins accusée que 
chez |’animal sensibilisé. 

Schultz a également observé que la réaction musculaire ne 
se produit qu’aprés le douziéme jour suivant l injection sensi- 
bilisante; de plus, Vinjection de doses répétées de sérum frais 
de cheval provoque une hypersensibilité musculaire que tra- 
duit la méthode graphique. 

Les expériences de Schultz furentreprises par Dale qui étudia 
la réaction anaphylactique des muscles lisses sur des utérus 
de cobayes vierges, préparées au sérum de cheval. 

Dale utilise les deux cornes utérines; de cette facon on étudie 
simultanément deux organes qui se trouvent trés sensiblement 
dans le méme état anatomique et fonctionnel, condition qui 
peut difficilement étre réalisée ailleurs. 

La solution de Ringer utilisée était préparée suivant une des 
deux formules suivantes : 


GRAMMES 
Na Gloves & kn gis es sca Seer e en me 0,9 
KCl 0,042 
GaGi® cre Se Sea ONe ne 5) Cee ae ae ae ee 0,042 
NaH COS Vcd ic Greene eg ae a 0,05 
GIN COSE..y ais bear etn cen ae a eee cs Ae cael 
Haumdistilée sp 00s centculh esa-uemeal tt alee Oss: 


La seconde était une modification des formules données par 
Tyrode et se vérifia un milieu trés efficace pour conserver 
Vexcitabilité de lutérus isolé du cobaye, tout en diminuant sa 
tendance aux réactions spontanées. 


GRAMMES 
Na Gyo See iiss ate aa ae ar 0,9 
KGL. os Gee Ae) Se 0,042 
CaGls, sje ls be le ee 0,024 
MeClty 4. map, sacs ate, 2 ee ee ae 60075 
INUELCOR ee ahs Bi ny) I ee 0,05 
GIUCOSGs 25h Mee bce, |S Ante ay eee ae 0.1 
Havydishillcersp-00acenteculy coments nnn 0. Ss 
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Kntre les expériences de Schultz et celles de Dale, il existe 
une différence fondamentale, car Schultz employait, pour faire 
l’épreuve des sérums frais, des doses qui provoquaient une 
contraction légére chez l’animal neuf; la réaction observée 
chez l’animal anaphylactisé ne lui apparaissait done quecomme 
l'exagération du phénoméne normal. 

Or, selon Dale, cette réaction normale est due a une subs- 
tance toxique accessoire qui disparait & mesure que les sérums 
vieillissent; avec des antigténes appropriés comme l’albumine 
d’ceuf cristallisée, on n’en observe pas trace, méme pour de 
fortes doses. Au contraire, l’utérus hypersensible réagit a des 
doses minimes de ces mémes antigénes ou de sérums vieillis. 
Cette question de principe tranchée, Dale n’emploie, pour 
lépreuve, que des doses trop faibles pour qu’elles affectent 
Putérus normal. 

En revanche, l’utérusanaphylactisé réagit d’une maniére plus 
ou, moins accentuée al'addilion, dans le liquide qui baigne 
lorgane, de un millioniéme de centimétre cube de sérum. La 
réaction suit addition de sérum, sans période de latence autre 
que celle qui parait nécessaire pour que le sérum vienne au 
contact de la fibre musculaire, & travers le liquide, le péritoine 
et le tissu conjonctif. 

Une dose suffisante pour provoquer la contraclion maximum 
détermine une désensibilisation totale. 

On peut sensibiliser un méme cobaye 4 trois antigénes dill¢- 
rents et obtenir successivement la réaction anaphylactique 
avec ces trois antigenes. Exemple : sérum de cheval, sérum de 
mouton et blanc d’ceuf. Cependant, si l’on éprouve d’abord avec 
le blanc d’euf, on obtient la désensibilisation pour les deux 
autres antigénes. 

Il est également possible d’obtenir sur l’utérus isolé le phé- 
noméne de l’anaphylaxie passive. Enfin, lorsqu’un utérus ana- 
phylactisé a été mis en état d’antianaphylaxie, on lui restitue 
V’hypersensibilité en le suspendant deux heures et demie a trois 
heures dans un liquide contenant 10 p. 100 du sérum prépa- 
rant. L’expérience ne réussit pas avec un utérus normal. 

La période d’incubalion nécessaire pour que l’anaphylaxie 
active s’établisse varie de huit & douze jours. Que se passe-t-il 
pendant cette période d’incubalion? Le muscle utérin ne répond 


656 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


pas aux sollivitations avant le huitiéme jour; verscette époque, 
une grosse dose d’antigéne (inférieure & la dose toxique) pro- 
voque une réaction légére. La réaction est plus forte vers le 
dixiéme jour; elle atteint son maximum d’intensité pour de 
faibles quantités d’antigéne vers le qualorziéme jour. 

Il résulte de cet ensemble de faits que les phénoménes 
observés avec les muscles lisses, utérins ou autres, sont des 
phénoménes spécifiques, dus & un état spécial de la cellule 
organique. ‘ 

R. Weil, utilisant la technique de Dale, étudie la réaction 
anaphylactigue 7m vitro sur des utérus de jeunes cobayes et con- 
firme les expériences des précédents auteurs. 

L’anaphylaxie tissulaire de l’utérus n’a pas été réalisée seu- 
lement chez des individus sensibilisés au sérum, mais aussi 
chez des cobayes sensibilisés au lait et au blane d’wuf (Dale). 

Mathew-Walzer et Grove ont étudié l’anaphylaxie tissulaire 
aux pollens. Ils ont montré que, vis-a-vis de la fibre muscu- 
laire ulérine d’un animal sensibilisé au polien, les contractions 
obtenues sont plus irréguliéres que dans le cas de sensibilisa- 
tion au blanc d'ceuf. 

L’anaphylaxie tissulaire a élé étudiée, non seulement sur 
Vintestin et lutérus du cobaye, mais encore sur le ceeur. D’aprés 
Launoy, le cceur isoléd’un cobaye neuf continue a battre quinze 
ou vingt minutes dans le liquide de Locke-Ringer et s’arréte 
ensuite. L’addition & ce liquide de 2,5 p. 100 45 p. 100 de son 
volume de sang de beeuf ou de cheats frais et défibriné, 
permet au ceur de battre longtemps et renforce en méme lemps 
le tonus du muscle cardiaque. Si, au contraire, le ceeur appar- 
tient & un animal anaphylactisé (lapin, cobaye), le sérum sen- 
sibilisant provoque des modifications qui correspondent a un 
véritable choc anapbylactique et exerce sur le coeur wne action 
netiement dépressive. 

Mais si ce ceur a supporté parfaitement le choc qu’il vient 
de subir, il reprend peu a peu ses battements. Cette reprise se 
manifeste en perfusion continue avec la solution de Locke- 
Ringer additionnée de sérum. 

Un tel ceur se montre insensible & une nouvelle excitation 
du méme sérum; il est donc désensibilisé. 


A. Leyton, H. Leyton et Sowdon, expérimentant dans des 
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conditions analogues, sont arrivés aux mémes résultats. 

Heymans étudie longuement l’anaphylaxie du ceur isolé au 
venin de cobra, il aboutit aux conclusions suivantes : 

1° Ladépression immédiate mortelle, par injection de venin 
de cobra chez les lapins anaphylactisés, s’explique par un choc 
anaphylactique cardiaque. 

2° Liintensité de la réaction anaphylactique du ceur isolé, 
sous l’action du venin de cobra, va en s’accroissant avec la pré- 
paration anaphylactique du lapin. 

3° Le choe anaphylactique du cceur isolé est une réaction 
tissulaire et non pas humorale. 

4° L’anaphylaxie du ceeur isolé n’est pas spécifique. 

Des méthodes nouvelles d’enregistrement permettent a l’heure 
actuelle l'emploi de fibres pulmonaires dans |’expérimentation, 
ce qui ouvre un champ trés vaste et encore inexploré a l’ana- 
phylaxie. 


Recherches personnelles. 


Nous avons étudié l’anaphylaxie tissulaire, au sérum de 
cheval, des cornes ulérines de jeunes cobayes vierges; ces 
cornes ont été placées dans un milieu de survie approprié et 
dans un appareil spécial, comprenant un thermostat avec ses 
accessoires, un support a utérus, un myographe et un appareil 
enregistreur(!). Le milieu de survie employé est celuide Penau 
et Simonnet. Il est préparé au fur et & mesure des besoins au 
moyen des deux solutions méres suivantes : 


Solution n° 7. GRAMMES 
NAG MeristallisGrm. fotasvcl eno ecl oe ad ee bt ka he 180: 
IKGICe ra SUAS Cr peas bole eee’ prunes | lace tin Sires Sas ene: 8,40 
CaG@izdesséchécar2 We tems acne 8 cere c tenn wel 2,40 
MaQlstcristalise== «osc. mews cis ee me Ss ct ahee 0,10 
Glucose ankydrerd= eo aa aes i) eet 40) 
BAUsGIStHlee pp a h00GeniiCU DGS. ema ty cll OSS. 


Cette solution peut se conserver. 


(1) Pour la description de l’appareil, le montage, la préparation des solu- 
tions, voir H. Penau et H. Simonnet. Bull. Soc. Chim. biol., 1926, 8, p. 125. 
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Solution n° 2. 


Bicarbonate de sodium (purse). oie) ewes 
Eau bi-distillée, p. 100 cent. cubes. .....:..-:. QO. s. 


A préparer extemporanément. 


Pour préparer le milieu nutritif, diluer 50 cent. cubes de la 
solution 1 dans environ 500 cent. cubes d’eau, bien mélanger 
et ajouter 10 cent. cubes de la solution 2, compléter 4 un litre. 

La solution doit étre aérée; un léger barbolage d’air a Vavan- 
tage d’assurer, par le brassage du liquide, son homogénéisation 
parfaite. 

Le choix de l’utérus destiné aux expériences constitue le 
temps le plus délicat de la technique. 

L’utérus, en effet, ne forme pas, comme un fragment d’ure- 
tére, de vessie ou d’esophage, un ensemble d’éléments muscu- 
laires toujours semblables & eux-mémes. I] posséde sa vie 
propre. Ledéveloppement qu’il subit au momentde la puberté, 
ainsi que l’involution dont il est frappé & la ménopause, déli- 
mitent une période d’accroissement et d’activité maxima. 
Durant cetle période, le tractus génital est le siége, tant au 
point de vue anatomique qu’au pointde vue fonclionnel, et ceci 
en dehors de la gestation, d’une évolution cyclique, le faisant 
passer par des minima et des maxima d’aclivité fonctionnelle. 

Les utérus prélevés trop tét avant la puberté sont de mauvais 
réaclifs. Leur excitabilité est minime et ils sont extrémement 
fragiles. Prélevés pendant l’ovulation, ils sont animés de con- 
tractions rythmiques et leur excitabilité est trés grande. 

Pour ces raisons, il faut choisir des femelles vierges, peu 
6loignées de la puberté dans un sens ou dans l’autre. C'est Jd 
un point essentiel. 

Pour toutes nos expérienves, nous avons employé du sérum 
de cheval hongre, chauffé 4 56°C pendant trente minutes, afin 
d’éviter l'action possible des hormones sexuelles que l’on ren- 
contre dans le sérum de jument et peut-étre dans le sérum de 
cheval entier. 

De plus, le sérum employé pour l’épreuve déchainante et le 
sérum ayant servi & sensibiliser les cobayes provenaient tou- 
jours du méme lot. 

Nous nous sommes toujours efforcés d’opérer dans des con- 
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ditions identiques, afin de pouvoir comparer, en toute sécurité, 
ensemble des résultats obtenus. 


ACTION DU SERUM DE CHEVAL HONGRE, 
CHAUFFE A 56°C PENDANT TRENTE MINUTES, 
SUR LES CORNES UTERINES DE JEUNES COBAYES VIERGES 
NON ANAPHYLACTISBHES. 


Les cornes utérines étant mises en place et leur mode réac- 
tionnel étant enregistré, on ajoute au bain (75 cent. cubes de 
Ringer-Locke) 1 cent. cube de sérum de cheval hongre chauffé 
a 56°C pendant trente minutes. Cette addition ne provoque 
aucune variation du tonus de l’utérus. 

Aprés lavage soigné de l’organe, la nouvelle addition de 
1 cent. cube du méme sérum n’entraine non plus aucune modi- 


fication. 


ACTION DU SERUM DE CHEVAL HONGRE, 
CHAUFFE A 56°C PENDANT TRENTE MINUTES, 
SUR LES CORNES UTERINES DE JEUNES COBAYES VIERGES. 
ANAPHYLACTISKES PAR ET POUR CE SERUM. 


Pour toute cette série d’expériences, nous avons employé 
des cobayes anaphylactisées par une injection, sous la peau de 
la cuisse droite, d’un dixiéme de centimétre cube de sérum de 
cheval hongre, chauffé 4 56°C pendant trente minutes. 

Afin de nous assurer que les cornes utérines utilisées prove- 
naient bien de cobayes anaphylactisées, nous sensibilisions 
toujours deux animaux 2 la fois et, au moment d’expérimenter, 
un des sujets recevait une injection intracardiaque de 1 cent. 
cube de sérum : il succombait au choc anaphylactique; |’autre 
cobaye nous servait alors & prélever les cornes utérines et a 
expérimenter sur elles. 

Chaque corne utérine était placée 4 son tour dans l'appareil, 
suivant la technique indiquée. 

Nous avions ainsi la possibilité de faire deux expériences 
identiques avec le méme cobaye, les réactions des deux cornes 
se contrélant réciproquement. 
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RECHERCHE DE LA DOSE MINIMA DE SERUM DE CHEVAL HONGRE 
QU'IL FAUT AJOUTER AU BAIN 
POUR QRTENIR UN CHOC ANAPHYLACTIQUE. 


On sait que le choc anaphylaclique, au niveau des cornes 
utérines isolées, se traduit par une contraction brusque de 
celles-ci. 

Nos essais nous ont permis de constater que la dose minima 
nécessaire pour provoquer une contraction de Lutérus était de 
1/100.000 de centimétre cube de sérum de cheval hongre, 
chauffé a 56°C pendant une demi-heure. 

Pour des doses plus fortes de sérum, nous avons obtenu des 
contractions de plus en plus violentes et durables : 1/10 de 
centimetre cube, par exemple, déclenche un tétanos qui dure 
de dix & trente minutes et le retour au calme ne s’obtient 
plus, Llutérus continuant de présenter des contractions 
rythmiques. 

Aussi avons-nous fixé notre choix sur cette dose de 1/10 de 
centimétre cube de sérum. L’ulérus d’un cobaye, quia répondu 
par une contraction & l’addition de 1/10 de centimétre cube de 
sérum de cheval ou méme 8 l’addition d’une dose plus faible, 
ne se contracte plus lorsqu’on le sollicite par une nouvelle 
addition de sérum. La premiére réponse a donc désensibilisé la 
corne utérine et la laisse dans le méme état, au point de vue 
sensibilisation, qu’une corne provenant d’un animal non ana- 
phylactisé. 


ACTION DU SERUM DE CHEVAL HONGRE, 
CHAUFFE A 56°C PENDANT UNE DEMI-HEURE 
SUR LES CORNES UTERINES DE JEUNES COBAYES VIERGES, 
NEES DE MERES ANAPHYLACTISBES PENDANT LA GESTATION. 


Ayant eu de jeunes femelles de cobayes nées de méres ana- 
phylactisées pendant la gestation, nous avons interrogé leurs 
cornes utérines, afin de savoir si elles étaient ou non en état 
d’anaphylaxie. 

De nos expériences, il ressort que l’addition de 1/410 de cen- 
timétre cube ouméme de 1 cent. cube de sérum au bain nutritif 
ne provoque aucune contraction des cornes, ce qui prouve que 
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les petits, nés de femelles anaphylactisées pendant la gestation, 
ne sont pas en état d’anaphylaxie. 


ETUDE DE LA SPBCIFICITE DE L’ANAPHYLAXIE TISSULAIRE. 


Nous avons étudié ensuite la spécificité de l’anaphylaxie tis- 
sulaire en faisant agir, sur les cornes utérines de jeunes cobayes 
sensibilisées par et pour le sérum de cheyal hongre, chauffé a 
56° pendant une demi-heure : 


4° Du sérum de Japin. . . 
2° Du sérum de beuf. . 
3° Du sérum de cobaye. . 


Chauffés eux aussi a 56° 
pendant une demi-heure. 


L’addition, au liquide de Ringer, de 1/10 de centimétre cube 
de sérum de beuf ou de lapin déclenche des effets & peine déce- 
lables : il se produit une trés légére contraction, mais qui n’a 
absolument rien de comparable avec la contraction provoquée 
par le sérum de cheval. Cette contraction, de trés peu d’ampli- 
tude, dure de une & trois minutes seulement; l'utérus reprend 
ensuite et trés rapidement son calme. 

Mais le caractére le plus important qu'il convient de souligner, 
c’est que l'utérus ne se trouve aucunement désensibilisé par 
cette petite réaction. Il réagit aussi fortement que si rienn’étail, 
a addition, aprés lavage, de 1/10 de centimétre cube de sérum 
de cheval hongre, chauffé & 56°C pendant une demi-heure. 

Si au lieu d’opérer avec du sérum de lapin ou de baeuf, nous 
opérons avec du sérum homologue de cobaye chauffé & 56°C 
pendant une demi-heure, nous obtenons des résultats absolu- 
ment identiques aux précédents et ne remarquons jamais de 
désensibilisation de la corne utérine. Cette désensibilisation 
aurait 6té observée cependant par Kellaway et Cowell avec du 
sérum normal de cobaye. 


D&SENSIBILISATION « (N VITRO » DES CORNES UTERINES 
PAR LA METHODE DES DOSES SUBINTRANTES DE BESREDKA. 


Nous avons voulu appliquer 4 l’anaphylaxie tissulaire la 
méthode de désensibilisation de Besredka. 
Pour cela nous avons prélevé les cornes utérines de cobayes 
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sensibilisées par et pour le sérum de cheval hongre, chauffé a 
56°B pendant une demi-heure et les avons disposées dans 
l'appareil suivant notre technique. Nous avons ajouté au liquide 
de Ringer 1/10.000.000 de centimétre cube de sérum de cheval. 
Cette addition n’a provoqué aucune contraction de la part des 
cornes. Aprés dix minutes de contact, nous avons lavé a fond 
etajouté A nouveau 1/10.000.000 de centimétre cube de sérum. 
Nous avons renouvelé la méme opération en ajoutant alors 
1/1.000.000 de centimétre cube, sans obtenir de contractions. 
Aprés un dernier lavage, nous avons pu ajouter, suivant les 
expériences, 1/10 ou méme 1 centimetre cube de sérum de 
cheval sans obtenirla moindre contraction des cornes ulérines. 

Nous avons donc désensibilisé les cornes utérines par cette 
méthode classique de Besredka. 


ESsAt DE SENSIBILISATION « IN VITRO ». 


Nous avons essayé de sensibiliser in vitro au sérum de cheval 
des cornes ulérines de cobayes neufs. 

Nous avons prélevé des cornes utérines de cobayes neufs et 
les avons mises en contact pendant deux, quatre ou cing heures 
avec du liquide de Ringer contenant 1/10, 1 ou méme 5 cent. 
cubes de sérum de cheval hongre chauffé & 56°C pendant une 
demi-heure. Nous les avons éprouvées alors, mais sans succés, 
avec 1/10 de centimétre cube de sérum de cheval. 

Nous ne sommes donc pas parvenus a sensibiliser in vitro les 
cornes utérines. Dale, contrairement 4 nous, aurait cependant 
obtenu la sensibilisation des cornes utérines, aprés contact de 
quatre 4 cing heures. 


Conclusions. 


De tout ce qui précéde, nous conclurons que : 

4° La dose minima de sérum qui déclenche tne contraction 
de la corne ulérine chiz le cobaye anaphylactisé est de 
1/100.000 de centimétre cube. 

2° Une réaction désensibilise l’utérus, lequel ne se montre 
plus sensible & l’addition de nouvelles doses de sérum. 
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3° L’anaphylaxie tissulaire est strictement spécifique. 

4° Contrairement aux affirmations de Kellaway et Cowell, 
une addition de sérum de cobaye ne protege pas les cornes 
Sensibilisées contre une addition de sérum de cheval hongre 
chauffé & 56°C pendant trente minutes. 

5° La méthode de Besredka s'applique aussi & l’anaphylaxie 
tissulaire. 

6° Il nous a été impossible de sensibiliser, in vitro, les cornes 
utérines. 


Le Gérant : G. Masson. 


A. Manetueux el L. Pacrat, imp., 1, rue Cassette, Paris. 
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